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緒 言
てんかんは 『種々 の 成因に よ っ て もたらされる慢性の脳疾患で あ っ て ､･大脳 ニ ュ ー
′
ロ
ン の 過剰な発射から由来する 反復性の発作 (て んかん発作) を主徴とし､ そ れに変異に
富んだ臨床ならびに検査所見 の表出が伴う ｡ 』 とW H O国際て んかん用語委員会によっ
て定義されて い る [1] ｡ つ まり ､ て んか んとは (1) 慢性の 脳疾患 ､ (2) 大脳 ニ ュ ー
ロ ン の 過剰な放電､ (3) 反復性の発作 (て んか ん発作) の 3条件を満たす状態をさす
とい える ｡ て んかんの 発現につ いて は ､ 主 に (1) 抑制性神経伝達系の 障害､
-
(2) 輿
奮性神経伝達系の増強､ (3) イ オンチ ャ ンネルの障害による神経細胞膜の奥奮性の増
大が関与する と考えられて い る が ､ 発作焦点で の 高頻度な発射の原 因につも1て はまだ明
確な説明が つ い て い な い ｡ また ､ 最近 の アメリカて んかん協会の調査 に よる と､ て んか
んの 有病率は人口 の 約 1 %以上で ある と考えられて い る ｡
て んかん発作に対 して適切な治療を行なわな い と､ けいれ んが持続し ､ 重積発作の状
態となり ､ 不可逆的な脳障害､ て んかんの 増悪 を引き起こ し ､ さ らには呼吸不全 ･ 心不
全 ･ 肺浮腫などをきたし ､ 致死的経過をたどる ｡ 現状におい て ､ て んかんの 治療として ､
臨床発作の抑制ない し発作頻度を減少させ る ことを目的に､ 対症療法として の 抗て んか
ん薬を用 い た薬物療法が行なわれ る ｡ 適切な薬物療法によりおよそ80 %の 患者の発作が
コ ン トロ ー ルされ得る とい われて い る [2] ｡ したが っ て ､ て んかん治療における薬物
療法の意義は非常に大きい ｡
適切 な薬物療法のポイ ン トは､ 病型 にあ っ た抗て んかん薬の選択 と､ そ の 患者におけ
る適切な投与量 の決定にある ｡ 現在､ て んかん に関する国際的な分類は､ 症状に基づく
『て んかん発作の分類』 [3] と慢性の脳障害として て んか ん自体の 『て んか んの 分類』
[4] の 2通りがある ｡ これ らの 臨床発作型と脳波所見に基づ い て抗て んかん薬の選択
がな され る o 治療薬 は単剤で用 い る の が原則 で あるが ､ 発作型は多く の 患者で単 一 で は
なく ､ 複数の 薬剤が併用される こ とが多く ､ 特に難治性て んか んに対して は多剤併用さ
れ る.場合が多い のが現実で ある ｡ したが っ て ､ 薬物相互作用 の報告も多く見受けられ る
[5-7] 0
また ､ 抗て んか ん薬の治療血中薬物濃度域は 一 般に狭く ､ 副作用 ･ 中毒発現血中濃度
域 と近接して おり ､ また, 体内動態および発作発現の個人差が大きく ､ 特に非線形体内
動態を示す薬物がある こ となどか ら､ 抗て んか ん薬を臨床使用する場合は
T her ape utic D rug Mo nito ring
I
(T D M) を行なう こ とが望ましい とされて い る o T D M
は投与量の最適化､ 中毒原因薬物の同定､ コ ン プライ ア ンス の確認等に効果を発揮する
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が ､ 副作用 ･ 相互作用 の発現 の 予測 に はほとん ど無力と言わざるをえない ｡ したが っ て ､
有効治療域 の 狭い 抗て んかん薬 の有効か つ 安全な薬物療法 の ために は ､ 薬物投与前 に既
存情報から薬物相互作用を予測し回避する こ とが重要である ｡
薬物相互作用は ､ そ の 発現機序から薬物動態学的相互作用 と薬力学的相互作用 に分類
され る ｡ 社会問題 ともな っ た抗 ウイルス英ソリブジン と フ ルオ ロ ウラシル系抗腫癌薬の
併用時の骨髄抑制による死亡例 [8] や ､ 抗アレルギ ー 薬テル フ エ ナ ジンと マ ク ロ ライ
ド系抗生物質の併用による重篤なQ T 延長､ 心室性不整脈による死亡 に至 るおそれ の あ
る副作用例 [9] は､ 薬物の代謝過程における相互作用 であり , 薬物動態学的相互作用
で ある ｡ 多く の薬物相互作用は､ 薬物動態学的相互作用であり ､ 中で も代謝に起因する
相互作用 の 重要性が指摘され て い る ｡ そ こ で ､ 薬物の 代謝に つ い て 詳細に解明する こと
は ､ 薬物相互作用を回避する 上で非常に有益な情報とな る ｡
ゾニ サ ミ ドは国内で 1974年た合成された抗て んかん薬で ､ 既存の 抗て んかん薬が有
するウレイ ド骨格を持たず､ 薬物として は新規な べ ンズイソキサゾ - ル環を構造に持つ
抗て んか ん薬で ある [10] ｡ 既存 の 抗て んかん薬服用下で発作が抑制されな い部分発作､
全般発作患者を対象に行なわれた臨床試験にお い て ゾ ニ サ ミ ドの 有効性が示され
[1 ト15] ､ 1989年に国内で 承認され臨床に供され るよう にな っ た ｡ 承認後 も､ 複数
の 発作型 が混在す る ウエ ス ト症候群や レンノ ッ クス ｡ ガス ト - 症候群 な どの 難治性て ん
か んに対する有効性を示す報告 [16] や既存の抗て んか ん薬との併用投与で なく ､ ゾニ
サ ミ ド単剤投与 の有効性を示す報告 [17-1 8] が数多くなされて おり ､ ゾニ サ ミ ドの 抗
て んか ん薬として の有効性が改めて認められて い る [19] 0
しか し 一 方で ､ ゾニ サ ミ ドと他の抗て んかん薬との 併用 により ､ ゾニ サ ミ ドある い は
併用抗てんかん薬の体内動態が変化したとする報告がなされて い る . ゾニ サ ミ ドの体内
動態が変化した症例として , Cjem a n nら[20] は , ゾニ サミ ドとカルバ マ ゼ ピンや フ エ
ニ トイ ン の併用 により ､ ゾニ サ ミ ドの 消失半減期が短縮する こ とを､ また ､ 八木 ら[21]
は ､ ゾニ サミ ドとカルバ マ ゼ ピン の 併用からカルバ マ ゼ ピン を休薬する こと により ､ 血
中ゾニ サ ミ ド濃度が上昇する こ とを､ 同様に福島ら [22] は､ バル ブロ 酸の 併用か らバ
ルブロ酸を休英する こ とに より､ 血中ゾニ サ ミド濃度が上昇する こ とを報告して い る ｡
また ､ 併用薬の体内動態が変化した症例として ､ 香坂ら [23] ､ 田川ら [24] および
Mim a中 ら [25] は ､ ゾニ サ ミ ドと フ ェ ニ トイ ン の併用により血中フ ェ ニ トイ ン濃度が
' 上昇する ことを ､ 一 方, 樋口 ら [26] は ､ ゾニサ ミ ドと フ ユ ニ トイ ンの 併用 に より血中
フ エ ニ トイ ン濃度が低下する こと を報告して い る ｡ こ の よう に､ ゾニ サミドと併用薬の
薬物相互作用が報告されて はい る が ､ そ の 機序につ い て は詳細にはされて い な い ｡
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本研究で は ､‾て んかんの 薬物療法 の適正イヒを目標に､ 新規抗て んかん薬ゾニ サミ ドに
よ る薬物相互作用 の 可能性を予測し､ 回避する ことを目的に ､ ラ ッ トおよびヒト肝ミク
ロ ゾ - ム や発現ヒトP450を用 い 1
'
n vl
'
tTO にお い て ゾニ サミ ド代謝につ い て検討 を行っ
た ｡
1) ゾニサミ ドおよび代謝物 2 - ス ル フ ァ モイル アセチル フ ェ ノ ー ル (S叩A P) の定量
法を H PL Cを用 いて確立した o さらに､ ラ ッ ト肝に おけるゾニ サミ ド代謝に つ い て ー
反応の 特性および関与する酵素を検討した ｡
2) ヒ ト肝ミク ロ ゾ ー ムおよび ワク シ ニ ア - Hep G 2発現系で発現した ヒ トP450を用
い て ､ ゾニ サミ ド代謝に関与するヒトP 450分子種につ い て検討した ｡
3) ヒ ト肝ミ クロ ゾ ー ムを用いた 1
'
n vl
'
tTO 代謝実験系における種々代謝阻害剤の影響
を検討し､ 得られた結果から 1
'
n vl
'
vo で の 薬物併用時におけるゾニサミドの代謝クリア
ラ ンス の 変化を算出し相互作用 の 可能性につ い て考察 した ｡
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第1章 ラ ッ ト肝の 1
'
n vltT Oにおけるゾニ サミ ド代謝
ゾニ サ ミ ドは ラッ トに経口投与後､ 未変化体 の他 ､ ベ ンズイソキサゾ - ル環 の 開環体
で ある 2 - ス ルフ ァ モイル アセチル フ ェ ノ - ル (S M A P) の 硫酸抱合体､ カルポキ シル
体, お よびアセチル化体と して尿中に排推され る こ とが ､ 吉田ら [27] に より薄層ク ロ
マ トグラフ ィ ー /二次イオ ン質量分析法 (T LC/SIM S) による尿中排雅物の解析に より
報告され て い る ｡ 同様に ､ 松本ら [28] に よりイ ヌ ､ サ ル における尿中代謝物の検討も
なされ ､ これら実験動物におけるゾニ サ ミドの推定代謝経路が松本らにより Fig. 1の よ
うに示 されて い る ｡ さ らに尿中の排滑 の約40 %が S M A P であり ､ これがゾニ サミ ドの
主代謝物で あ る こ とが 明らか とな っ て い る [28] ｡ また ､ Stiff と Zem aitis もラ ッ トに
お い て 同様の結果を報告しており [29] ､ ベ ンズイ ソキサゾ - ル環の開裂が代謝的に生
じる こ とが明らかとされたが ､ 本反応に関与する代謝酵素につ い て の詳細は明らかにさ
れて い な い ｡
そ こで本章で は , ラ ッ トにおけるゾニ サ ミ ドの 還元的 S M AP 生成に関与する代謝酵素
につ い て ､ 薬物代謝の 主要臓器で ある肝に注目し1
'
n vl
'
tr oにお い て検討を行な っ た .
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第1節 ラ ッ ト肝の 1
'
n vl
'
tTO におけ る S M A Pの 生成
ラ ッ ト肝より常法に従い肝ミ ク ロ ゾ ー ムおよびサイ トゾ - ル を調製し ､ これ らを酵素
源 とした 1
'
n vl
'
tTO の 反応系 でゾニ サ ミ ドを基質とし N A D PH の存在下で検討した o 尚,
検討 に先立 ち H PL Cによる定量法を検討した｡
HPLC によ る分離定量
【結果 ･ 考察】
ゾニ サ ミ ドおよび S M A Pをジク ロ 臼メ タン で抽出後､ リ ン酸緩衝液(0.1M , pH 4.0)
: アセ トニ トリル :2- プロ パ ノ - ル の 15:5:1 の 混液を移動相とし､ InertsilO D S-2
カラム を用いた逆相 H P L Cによ.り分離後 260n m でモ ニ タ ー したと ころ ､ ゾニ サ ミ ド
と S M A Pピ ー ク の 良好な分離が得られた o プロ ムワ レリル尿素は､ S M A Pお よびゾニ
サ ミ ドの 溶出後に溶出し､ 内部標準物質 として使用 で きる こ とを確認した｡
そ こで ､ ゾニ サミ ドと S M A Pを添加したラ ッ ト肝ミク ロ ゾ - ム 0.5 m g を含む 1
'
n
v l
'
tT O反応溶液から抽出後の ク ロ マ トグラムも , それぞれの ピ ー クの 良好な分離が認め
られた (Fig. 2) . ま考', 薬物末添加の ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム 0･5 mg を含む 1
'
n vl
'
tT O
反応溶疲から抽出後の ク ロ マ トグラム で は , S M A P､ ゾニ サ ミ ド､ プロ ム ワ レリル尿素
の溶出時間には妨害ピ ー クを認 めなか っ た ｡
ノ本分離条件におい て検討した 800n m o1/m L まで の 範囲で は ､ 良い 直線性を確認した｡
また ､ 定量限界はチ ャ ー トの ノイズの 3倍の 2n m o1/m Lとした ｡ 日内お よび日間変動
の変動係数はそれぞれ 4 %以下 で あっ た ｡
定量の 再現性､ 溶出時間などから ､ l
e
n vl
'
tTO に 掛ナる S M A P の定量に本方法が利用可
能である と考えられた｡
細胞画分および酸素濃度q)連立)_旦こ基_星_塾坦旦生産型蛙壁
〔結果 ･ 考察】
s D系雄性ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ムおよびサイトゾ - ル を用い ､ ゾニ サ ミ ドを基質とし
N A D P H存在下で好気的条件下および嫌気的条件下におい て ､ 3 7℃ で 20分間イ ンキ ュ
ベ - 卜したときの S M A Pの 生成畢を測定した (Tablel) ｡ サイ トゾ - ル を用 いた場合
は好気的､ 嫌気的の どちら の 条件におい て も S M A Pの 生成は認められなか っ た o 一 方 ､
- 6-
ミ ク ロ ゾ - ム を用し1た場合は , 薬物未処理の ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム で は､ 好気的条件下
で は S M A Pの 生成は認められなか っ たもの の ､ 嫌気的条件下におい て S MA Pの 生成が
認められた ｡ さ らに､ フ ェ ノ バ ル ビタ ー ルやデキサ メサゾンで処理したラ ッ ト肝ミク ロ
ゾ - ムにお い て は､ 顕著な SM A P生成の増加が認められた｡ また ､ こ の とき好気的条
件下にお い て も S M A Pの 生成が認められ ､ これ は薬物未処理ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ムの
嫌気的条件下の S M A P生成量よりも有意に多い もの で あっ た ｡
ゾニ サ ミ ドは､ N A DPH を電子供与体としたとき ､ 酵素源としてミク ロ ゾ ー ムを用 い
l
た場合に活性が認められ , サイ トゾ - ル を用い た場合にほ活性が認められなか っ たこ と
か ら､ ゾニ サミ ドはミク ロ ゾ ー ム画分に存在する酵素により S M APに代謝される こと
が示唆された ｡ また ､ こ の 酵素はフ ェ ノバ ル ピタ ー ルやデキサメサゾン誘導性で ある こ
とが示された ｡ さ らに ､ ゾニ サミ ドか ら S M A Pへ の 反応は酸素濃度の影響を受け､ 好
気的条件下より嫌気的条件下におい て高い活性を示す ことか ら､ 本反応に酸素が阻害的
に作用する こ とが示 された ｡ また ､ フ ェ ノバル ビタ ー ルやデキサメサゾン前処理ラ ッ ト
肝ミ ク ロ ゾ ー ム の 好気的条件下にお ける S M A P生成活性は ､ 薬物未処理ラッ ト肝ミク
ロ ゾ ー ム の 嫌気的条件下で の活性よりも有意に高く､ 好気的条件下にお い て本反応に関
与する酵素は嫌気的条件下におい て関与する酵素と異なる可能性も考えられた｡
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Table1 For matio n of S M A P fro m z onisa mjdein r atliver subc e(Iularfra ctions
S M A P for m atio n
Fra ction s
Ae robic Anae robic
Cyto s oI(u ntre
.
ated)
Microso m e s(u ntr e由ted)
Micro s o m es(P Bpretre ated)
Micros o me s(D E Xpretreated)
nm oUmg/m J
L
n
< 0.02
< 0.0 2
1.42±0.36
1.82 ± 0.4 9
< 0.02
o.5 0±b.1 3
3.6 4± 0-49
7.5 5± 0.5 6
Cyto s ola nd micro s o m e swer eprepared fromliv e rs ofm ale S Dr at. Pretre atm entof
rats w er eindic ated inpar e nthe s es･ PBa nd D E Xr epre s e ntphe n obarbitala nd
dex a m etha s one
,
r e spe ctively. Ea ch･valu e repre s entsthe m e a n ±S Dofthre e
anim als.
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第2節 嫌気的条件下に おける ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム によるゾニ サ ミ ド代謝
ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム画分 の N A D P Hを電子供与体とする酵素に より ､ 嫌気的条件下
におい て ゾニ サミ ドは S M AP に代謝される こ とが明らか とな っ た ことから､ 本反応に
関与す る酵素の 同定を目的に検討を行な っ た｡
【結果 ･ 考察】 .
生 地 三重逆旦至通底産金盈
嫌気的条件下におけるゾニ サ ミ ドから S M A Pへ の l
'
n vltT O にお ける代謝反応の 至適条
件を､ 薬物未処理ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用い電子供与体として N ADP Hを用 い て検
討した (Fig. 3) o ゾニ サ ミ ドは反応時間 20分で ､ 反応溶液中の ミ ク ロ ゾ ー ム蛋白演
度 2 mg/mL まで SMA P生成量は直線的に増加した (Fig. 3- A) . また ､ ミ ク ロ ゾ ー
ム蛋白濃度 1 m g/m L で ､ 反応時間 20分まで時間に比例して S M A P生成量は増加した
が ､ 反応時間40分で は生成量にやや頭打ちが認められた (Fig. 3 - B) . また ､ ミ クロ
ゾ ー ム蛋白量 1 mg/m L､ 反応時間 20分で ､ リ ン酸緩衝液およびトリス塩酸緩衝液を
用 い た pH 6.5 - 9.0 におい て は ､ リ ン酸緩衝液を用い た pH 7.0 のときに最大活性を示
した (Fig. 3- C) ｡ ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 いた 1
'
n vltT Oの 反応条件を､ リ ン酸緩衝
液による pH 7.0､ ミ クロ ゾ ー ム蛋 白濃度 1 m g/m L､ 反応時間 20分で行なう こ とと し
た ｡
c ofa ctor 要求性
薬物未処理ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ムを用い ､ 嫌気的条件下にお い て電子供与体 として
N A D PH または N A D Pの 1 m M 存在下およびそれぞれ 1 m M 共存下にお い て S M A P生
成活性を測定したと ころ ､ N A D Hを用 い た場合より NA D P Hを用 い た場合が約4倍高
い活性を示した (Fig. 4) ｡ また ､ N A D P Hと N A D H共存下にお いて も S M A P生成活
性は､ N A D P H lm M の み の 場合 とほぼ同等の 活性を示 した ｡ また , 80℃ で10分間熱処
理した ミ クロ ゾ - ム で は活性が認められなか っ た (デー タ末提示) .
ミ ク ロ ゾ ー ム画分の 主な構成成分である小胞体膜には, NA DP Hや N A D Hか ら供給
される還元力を多数の末端酵素に伝える電子伝達ネ ッ トワ ー クが形成されて お り ､ これ
は ､ 酸化還元ポテ ン シ ャ ル を化学ポテ ンシ ャ ルに変換する呼吸鎖電子伝達系 の整然とし
た構成とは異なり小胞体電子伝達系 の特徴で ある ｡ そ れ ゆえ､ 小胞体膜上 の電子伝達経
路は機能的に役割分担され て い る も の の ､ 禰償的や相乗的に働く ことも ある ことが知ら.
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れて い る [30] ｡ しか し､ ゾニ サ ミ ドを基質 とした場合に おい て は ､ NADH
synergis m 現象は認め.られなか っ た こ とか ら､ ゾニ サ ミ ドの還元的SM A P生成反応は ､
ミ ク ロ ゾ - ム中の N A DPH を電子供与体とする熱不安定な酵素により触媒され て いる
こ とが明らかにな っ た｡
阻害剤の影響
薬物未処理ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ムを用 いて ､ SMA P生成反応に対する各種阻害剤の影
l
響を検討した結果を Fig. 5 に示 した . S M A P生成活性はシメチジン ､ ケトコ ナゾ - ル ,
- 酸化炭素により顕著に阻害された ｡ さらに ､ シメチ ジンで は濃度依存的な阻害が観察
された ｡ シメチ ジンは ､ そ の構造中の イミダゾ - ル基 の 窒素原子が ､ P450の ヘ ム鉄 に
配任する こ とにより P450による代謝阻害を示す [31] こと､ また､ ケ トコ ナゾ - ルは
C YP3A の 選択的阻害剤で ある [32] こと ､ さらに 一 酸化炭素による代謝阻害は P450
の 代表 的特徴で ある こ とな どか ら､ ゾニ サミ ドか ら S M A Pへ の 反応 には肝ミ クロ ゾ ー
ム の P450が関与して い る ことが強く示唆された ｡
一 方､ S K F 525- A は S M A P生成活性を顕著に増大した . S K F 525rA は P450 の代
謝阻害剤と して広く知られ て い るが ､ ｢ 方で 一 酸化炭素 - P 450複合体の還元を促進する
こ と [33] やアゾ化合物の P450系による還元が S K F 525- A により活性化される こと
[34] が報告されて い る こ とか ら､ ゾニ サミ ドの 還元的SM AP 生成は､ ゾニ サミ ド -
P 450複合体に電子が導入され ､ その 電子 によるゾニ サ ミドの還元が生じるもの と考え
られた ｡
性差
S M A P生成活性の性差の有無につ い て検討した結果を､ Table2 に示 した o 雌雄の 薬
物未処理ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム により ､ 嫌気的条件下にお い てゾニ サミ ドは S M A Pに
代謝されたが ､ そ の 活性は雄が雌より有意に高く ､ 約4倍高い活性を示した ｡ これ は､
雌雄間の総 P450
■
比含量 の差以上 の違い であ っ た ｡
ラッ トには雄特異的な CY P2 C ll､ 雌特異的な C Y P2 C 12の 発現 [35] や ､ 雄> 雌で
ある C Y P 3Aの 発現量差 [36] などの ､ P 450の 質的 ･ 量的な性差の ある こ とが知 られ
て い る ｡ S M A P生成活性には雌雄間で顕著な性差がある こ とが明らか とな っ た ことか ら､
性差の 存在する P 450分子種の関与の 可能性が示唆された｡
誘導剤の影響
- ll-
P450の 誘導剤 [37] として知られて い る フ エ ノ バル ピ夕 - ル ､ プレグネノ ロ ン 16
- α カ ー ボニ トリル ､ 3 - メチル コ ラ ンス レ ン ､ エ タノ ー ル ､･ イ ミ ダゾ - ル の影響を
Fig. 6 に示 した Q フ エ ノバル ピ夕 - ル前処理およびプレグネノ ロ ン 16- α カ ー ボニ トリ
ル前処理ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ - ム にお い て顕著な SM AP 生成活性の増加が認められた ｡
一 方 ､ イ ミ グゾ - ル ､ エ タノ ー ル ､ 3 - メチル コ ラ ンス レン で前処理したラ ッ ト肝ミク
ロ ゾ - ム で は有意な変化は認められなか っ た o
また , S M A P生成活性を測定したミ ク ロ ゾ ー ム の 抗 P450抗体 (抗C Y P2 Bl抗体､
抗 C Y P2 C ll抗体､ 抗 C Y P3A 4抗体) を用 いたイ ムノブロ ッ ト分析の結果を Fig. 7 に
示 した｡ S M A P生成活性の高い フ ェ ノバル ビタ ー ルお よびプレグネノ ロ ン 16- α カ -
ボニ トリル前処理ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ - ム で は ､ プ レグネノ ロ ン 16- α カ ー ボニ トリル前
処理 で は C Y P3Aの バ ン ドが , また フ ェ ノ バル ビ夕 - ル前処理 で は C Y P3 Aと C Y P2B l
の バ ン ドが強く現わ れ それぞれ酵素誘導され て い る こ とが確認されたo 一 方､ 雄特異
的に発現して い る C Y P 2C llは用 い た誘導剤す べ て にお い て 未処理 に比較しバ ン ドの 発
色強度は弱く､ 誘導はされず単位タ ンパ ク当たり で はむ しろ減少して い る ことが確認さ
れた [38] 0
酵素活性 (Fig. 6) とイム ノ ブ ロ ッ ト分析 (Fig. 7) の 結果から , C YP3 Aの タン ^
o
ク
量の 挙動 と S M A P生成活性は相関して い る こ とか ら ､ ゾニ サ ミ ドか ら S M A Pヘ の 代謝
には C Y P3Aが関与して い る可能性が考えられた ｡
塾墜E皇!型班ヒと三重旦』三選重遥追空虚選墜
前項 の 活性測定に使用した誘導剤前処理 ラ ッ ト肝ミ クロ ゾ ー ム 中 のP 450分子種含量
を抗P 450抗体 (抗C Ⅵ)2B l抗体､ 抗C W 2 C ll抗体､ 抗CYP3A 4抗体) を用 い たイ
ムノブロ ッ ト分析により定量し､ S M A P生成活性との相関性を検討し結果をFig. 8 に
示 した o C Y P2B lおよび m 2Cll とS M A P生成活性 との 間 に は有意な正 の相関は認
められなか っ た o 一 方 ､ CYP 3A l/2 とS M A P生成活性と の間にはr2:o.901 と有意な
正 の相関が認められた. Fig. 7 は誘導斉1]処理群の中 の各1個体の結果 で あるが , 全個体
のイ ム ノブロ ッ ト分析のFig. 8 の結果からも ､ ゾニ サミ ドか らS M A Pへ の代謝には
C Y P3Aが関与して い る可能性が示唆された ｡
上 雌 ゴ主立泣主星透萱遡盈
プレグネノ ロ ン 16- α カ ー ボニ トリル同様 C Y P3Aを誘導する ことが知られ て い る ､
トリ アセチルオ レア ンドマ イ シ ンお よびデキサメサゾン前処理 の影響を検討した結果を
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Fig. 9 に示した ｡
トリ アセチルオ レア ン ドマイ シ ンは C Y P3Aの 誘導剤で ある と とも に､ 自身の 代謝物
の C Y P3 A に対する親和性の 高さから安定な C Y P3A一 代謝物複合体を形成する こ とに
より ､ C Y P3Aの触媒活性を阻害する ことが知られて い る [39, 40] ｡ さ らに ､ そ の複
合体は､ 1
'
n v l
'
tT Oにおい て は P450をフ ェ リ シア ン化 か+ ウムにより酸化する ことによ
り元の活性な P450酵素に復帰する ことが知 られて い る [39,4 0] 0
トリアセチルオレア ンドマ イ シ ン前処理ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ムで は､ フ ェ リシ アン化
l
カリウム処理により P 450比含量および S M A P生成活性が フ ェ リ シアン化かJ ウム未
処埋に比較し有意に増加し､ デキサメサゾン前処理ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム の レベル に達
した こ とか ら, ゾニ サ ミ ドか ら S M A Pへ の 代謝には C Y P3Aが関与して い る可能性が
示唆された ｡
精製酵素による活性
フ ェ ノ バル ビタ ー ル前処理ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム より精製した C Y P 2Blお よびプレグ
ネノ ロ ン 16α - カ ー ボニ トリル前処理ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ムより精製した C W 3 A 2を
用 いた再構成系による S MAP 生成活性の結果を Table3 に示 した｡ ジラウリル フ ォ ス
フ ァチ ジル コ リ ン (D LPC) を脂質とし､ ラ ッ ト肝より精製した N ADP H-P 450還元酵
秦 (fp2) およびチトクロ ー ムb5 (b5) を添加した再構成系にお いて , C Y P2Bi より
5倍以上 の S M A P生成活性を示した o C Y P3A 2がゾニ サミ ドの 還元的S M A P生成活性
を有する ことが明らかとな っ た ｡
抗体 の影響
抗 C Y P2B l抗体､ 抗 C YP3A 4抗体および抗fp2抗体の ､ ラ ッ ト肝ミ クロ ゾ ー ム によ
るゾニサ ミドの還元的 S M A P生成活性に対する影響を検討した結果を Fig. 10に示した｡
抗 C Y P2 Bl抗体で は顕著な阻害は藤められなか っ たが ､ 抗 C Y P3A 4抗体および抗
fp2 抗体により ､
■
ほぼ同程度にゾニ サミドの還元的 S M A P生成活性が濃度依存的に阻害
され ､ 最高濃度添加により約80 %の 阻害が認められた ｡ したが っ て: ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー
ムにおけるゾニ サミ ドの還元的 S M A P反応には ､ C Y P3 A酵素が主に関与して い る こと
が明 らか とな っ た ｡
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A4
【=
(⊃
葛 ぞ
巨葺
B
-
o 2
E LE
< エ
≡
∽
50
4 0
Tn 30
≡
､
-
o
≡
.三. 20
1 0
B
0.0 11.0 2,0 0 1 0 20 30 40
2.0
1.5
′ - ■･ヽ
⊂
=E
E'1.0
､
○
≡
⊂
ヽ ー
0.5
0.0
C
- - ○ - Kpi
- 一 層卜 - Tris-H C[
1
6.0 7,0 8.0 9.0
Mic ro s om aLpr otein(mg/m[) 1nc ubationtim e(min) pH
Fig. 3 Effe cts ofmic ros o m atpr otein con c e ntr atio n,in c ubationtim e a ndpH ofrea ctio n
mixtureon S M A P fo rmation
Effects of microso m alpr otein added(A),inc ubationtim e(B)andpH(C)onthe
for m atio nof S M A P fro m zo nisa mide wer e m e a s u redu ndera n a er obic c o nditions.
- 14-
0 1 2
S M A P for m atio n(nmoL/mg/min)
N A D P H＋ N A D H
N A DH
N A D P H
Fig. 4 Cofa ctor r equ)re m entforS M A P for m ationin ratliver m
.
LCrO SO me S
S M A Pprodu c] nga ctivitie sin rat)iv er micro s o m e s under a naerobic
c o ndito ns were me a sured inthepre s ence of N A D H(1 mM)and /or
NA D P H(1 m M). Ea chv alu e repre s e nts m e an ±S Doftriprjc ate
deter min atio n s.
- 15 -
3
′ ‾ -ヽヽ
王=
葺
Cn
≡
､
2 2
;=
ヽ ー
⊂
○
'
j=
(q
E
o I
Lト ー
CL
<
≡
∽
0
G
G
O
y:
”T8:17xl?:
&
b
B
n?o:#
L
q
B
＋q
P
b:?,Y
6?
Q
b:?,Y～
G
C
&
Q
sq
q?&&ooo<
lb
B
Fig, 5 Effects ofvario u s age nts o nSMAPform ationinratliver micro s om e s
u nder a n a e r obic c o ndito ns
Ea chvalu erepre se nts m ean 士SD oftw oto s e vendetermin ations.
- 16-
Tab一e2 Se xdiffere n c e o ntheSM A P for matio nfro mzo nis a mide
in ratliv er micro s o m e s
se x
(n m
p
.
4F/毘g)
s
(Tm
A
.
P
I忍rg7E?L
o
)
n
Ma一e 1.1 5± 0.2 8 0.93± 0.ll
Fe m ale 0.75 ±0.1 2
☆
0.2 4±0.0 4' *
*
,
slgnific a ntlydiffe re nt P< 0.0 5
' '
,
s)gnific a ntfydけfere nt P< 0.01
∫
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C YP 2Cl 1and CY P3 A l/2 w ere16,0.2 a nd4 叶g, r e spectiv e一y,
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Table3 S M A P for m atio nbypurifiedCY P2 Bla ndCY P3A 2 in
a re c onstituted syste m
Pu rifiedr at P 45 0
SM A P fo r m ation
(nm oL/n m oI P 45 0/min)
CY P2 BI 0,0 7
C Y P 3 A 2 0.37
A r e c o n stitutedsyste mco ntain ed1 0 m M pota s siu mphosphate, pH7.0,
Orl m M E D T A
,
the N A D P Hge neratingsyste m, 50pmo)of C YP2Bl o r3A2,
1 unitofratliver micro soma] N A D P H- 4 50redu cta s e, 5 0pm o]ofratliver
mic r o s o malcytochr o m eb5, 25pgof DLPC, zonis a mide andthe o xygen-
co n s u m lngSyste m,in afina一voLu m e of1.0 mL
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第3節 好気的条件下における ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ - ム によるゾニ サミ ド代謝
低酸素症 の患者における薬物代謝は､ 正常時と比較し異なる こ とが知られ て い る
[41, 4 2] ｡ また ､ P 450 による薬物代謝は酸素濃度の変化により 1
'
n v l
'
v o[43, 4 4] ､
1
'
n v l
'
tT O[45-47] に おい て代謝活性や代謝経路に影響を受 ける こ とが報告されて い る .
ハ ロ タ ン の代謝は好気的条件下で は酸化的代謝物が生成されるが ､ 低酸素濃度下にお い
て は還元的代謝物が生成され ､ 肝毒性を示す こ とが示 されて い る例は典型例とい える ｡
[45] 0
前節 の検討で ､ ゾニ サミ ドは嫌気的条件下にお い て ､ ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム中の
C Y P3 A l/2 により還 元的代謝を受け, S M A Pに変換され る こ と を明らかとした o 一 方､
フ ェ ノバル ビタ - ルやデキサメサ ゾンで前処理したラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム は ､ 好気的条
件下にお い て もゾニ サ ミ ド還元帯性を有し､ その活性は嫌気的条件下にお い て薬物未処
理ラ ッ ト肝ミ ク ロゾ - ム の そ れより有意に高い もの で あ っ た こ とか ら ､ 好気的条件下に
おけるゾニ サ ミ ド代謝は嫌気的条件下における代謝と質的に異なる 可能性が考えられた ｡
そ こ で ､ デキサ メサゾン ､ フ ェ ノ バル ビタ ー ルお よび トリアセテルオ レア ン ドマ イ シ ン
前投与ラ ッ トより調製した肝 ミク ロ ゾ ー ム を用も1好気的条件下におけるゾニ サ ミ ド代謝
に関与する酵素につ い て検討 を行な っ た｡
【結果 ･ 考察】
cofactor 要求性
デキサメサゾン前処理 した ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム を用せ1た好気的条件下にお けるゾニ
サ ミドの還元的 S MA P生成 へ の c ofa cto r要求性を検討したと ころ, N A D Hよりも
N A D P Hをよりよい電子供与体とし､ N A D P Hと N A D Hの 相加 ･ 相乗効果は認められ
なか っ た (Fig. l l) . また ､ 熱処理 した ミ クロ ゾ ヤ ム で は N ADP Hの存在にお い て も
活性は認められなか っ た ｡ したが っ て ､ ミク ロ ゾ ー ム画分 の熱不安定で N A D P Hを電
子供与体とする酵素が､ 好気的条件下にお い て もゾニ サ ミ ド代謝に関与して い る こ とが
示唆された ｡
阻害剤 の影響
デキサメサゾンお よびフ エ ノバ ル ビ夕 - ル前投与したラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ - ム を用 いた
ゾニ サミ ド代謝におよぼす種々 阻寧剤の影響を検討したと こ ろ (Fig. 1 2) , 両誘導ミク
ロ ゾ ー ム にお い て 一 酸化炭素で顕著な阻害が認められた . また ､ シメチ ジン (1m M)
- 2 4-
で約60% の 阻害が認められた他､ 検討した他の 阻害剤.(ケトコ ナゾ - ル ､ S K F525-A､
n
- オクテル アミ ン ､ トリ アセ チル オ レアン ドマイ シ ン) にお いて もシメチ ジン以上の強
い阻害が認められた ｡ したが っ て ､ デキサメサゾンおよびフ ェ ノバル ビタ ー ル誘導性の
p450酵素の関与が示唆された ｡
また ､ 嫌気的条件下と異なり好気的条件下で は､ S K F 525-A により S M A P生成は顕
著に阻害された ことか ら､ 酸素の 存在により ､ P450還元酵素からの ゾニ サ ミ ド ー P 450
複合体 へ の 電子導入による還元に影響が生じた可能性が推察された｡
トリアセテル オレアンドマイ シ ンによる誘導効果
さらに ､ トリ アセチルオ レア ンドマ イ シ ン前投与の影響およびミク ロゾ ー ムの フ ェ リ
シア ン化カリウム処理の影響につ いて検討した (Fig. 1 3) . 好気的条件下における
S M A P生成活性は､ トリ アセ チルオレアンドマ イ シ ン前投与に より有意に上昇した｡ さ
らに､ ミ ク ロ ゾ - ムの フ ェ リ シア ン化か+ ウム処理の前後において ､ デキサメサゾン前
投与群で は変化はなか っ たが ､ トリアセチル オレアン ドマイ シ ン前投与群で有意に活性
が上昇した ｡ トリ アセ テルオ レア ン ドマイ シ ン は C YP3A の 誘導剤で あり ､ か つ 代謝物
が還元塾cy p3Aと複合体を形成し限害効果を示す代表的薬物である [39, 40] o さら
に､ こ の複合体は酸化型 C Y P3Aにお いて は解離す る ことが知られて い るo したが っ て ､
トリ アセチルオ レア ン ドマ イ シ ン前投与により有意に活性が上昇した こと､ さらにミク
ロ ゾ ー ム の フ ェ リ シア ン化カリウム処理により活性がさらに上昇した ことから ､ 好気的
条件下にお いて もゾニ サミ ドの 還元的 SMA P生成に C W 3A l/2 が関与して い る ことが
強く示唆された｡ しか し､ S K F 525｢Å の SM A P生成反応におよぼす影響は､ 嫌気的条
件下と異なり代謝阻害を示した ことか ら､ 同 一 酵素が関与して い るも の の そ の 反応機構
は両条件下で異なる可能性も考えられた ｡
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第4節 反応速度論的解析
前節ま での 検討で ､ ゾニ サ ミ ドはラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム の C YP3 A l/2 により嫌気的
条件下にお い て S M A Pに代謝され る こと ､ また嫌気的条件下に比較し活性は低い もの
の好気的条件下にお い て も C Y P3A l/2 により S M A Pに代謝されるこ とが明らかとな っ
た. 本節にお いて は ､ 両条件下に糾ナるゾニ サ ミ ドの 還元的 S M A P生成の速度論的解
析をデキサメサゾン前投与ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ - ムを用 い て行な っ た｡
【結果 ｡ 考察】
Lin e weav er - Burk プロ ッ ト解析の結果､ 好気的条件下および嫌気的条件下 の どちら
にお い て も検討した基質濃度 (1 - 400LLM) におい て直線で 回帰された (Fig. 14) .
得られた反応速度論パ ラメ ー タ を Table4 に示 した. 嫌気的条件下の V m a又 は好気的条
件下の それより約3倍大きく ､ K m は好気的および嫌気的の 両条件下にお い て ほぼ同じ
値で あっ た ｡ したが っ て ､ ゾニ サミドの還元的S M A P生成反応に対して酸素は非括抗
阻害的に作用する こ とが明らかとな っ た ｡
嫌気由条件下および好気的条件下で の 結束より ､ ゾニ サ ミ ドと P450の 反応機作を以
l
下の ように推察した｡
1) 酸素の存在により S M A P生成反応は非括抗阻害様式を示した こ と､ また ､ Stiffら
[29] の ラッ ト肝ミク ロ ゾ ー ムを用い たゾニ サ ミドの基質結合差ス ペ クトル の結果が ､
ス ペ クトル変化はT∀pe I を示すこ とか ら､ ス ル ホンアミ ド基を構造に有するゾニ サミ
ドで あるが ､ P450 酵素 ヘ の 結合部位は ヘ ム 鉄で はなくP450タ ンパ ク側で ある と考え
られた ｡
2) 嫌気的条件下におい て S M A P生成活性は S K F 525-A により顕著に克進した こと
か ら､ ゾニ サミ ド ー P 450複合体 ヘ の fp2 か らの 電子導入により ヘ ム鉄が還元され ､ 引
き続きゾニ サ ミ ドが還元され ､ 酵素複合体が解離する い わゆ る - 電子還元反応と考えら
れた｡
3) S K F 525rAによ るゾニ サ ミドー P 450複合体 へ の fp2 からの 電子導入による ヘ ム鉄
の還元促進は､ 酸素により影響を受けると考えられた ｡
- 方､ 小西 ら [48] は ､ ゾニ サ ミ ド基質差ス ペ ク トルをマ ウス肝ミ ク ロ ゾ ー ムを用い
行っ たと こ ろ ､ Ty peⅡ を示 したと報告して い る o ゾニ サ ミ ドはス ルホ ンア ミ ド基を有
する ことか ら､ Ty peⅡ変化を示すことも十分考えられるo ゾニ サミ ド ー P 450の 反応機
作には種差がある可能性もあると予想された ｡
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dexam etha s o n e
Km Vm a x
(uM) (n m ol/mg/min)
Ana erobic 2 75 7.73
Ae robic 2 8 7 2.39
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第5節 小 括
ラ ッ ト肝の in vitro におけるゾニサ ミド代謝 の検討から以下の知見を得た ｡
1) ゾニ サ ミ ドを基質とした1
'
n vl
'
tT Oの反応系で 生成する主代謝物である S M A Pの
HP L C で の定量を可能とした ｡
2) ゾニサ ミドはラ ッ ト肝ミク ロゾ ー ム画分の N A D P Hを電子供与体とする酵素によ
り嫌気的および好気的条件下にお いて還元的に S M AP に代謝される こと､ さ らに ､ こ
の代謝には C Y P3 A l/2 が 関与して い る こ とを明らかと した ｡
3) ゾニサ ミ ドの 還元的 S MAP 生成反応に対し ､ 酸素は非括抗阻害を示すこ とが明 ら
かとな っ た ｡
3) ヅニ サミドの還元的代謝は､ b 5由来の策2電子を必要とせず､ 第1電子 で還元さ
れて い畠と考えられた o
- 3 1-
実験 の部
a
SpragueDa wley(S D)系雄性ラ ッ トは高杉実験動物 (埼玉) より購入し､ 1週間 の 予
備飼育 の後8週齢 (250-3 50g) の も の を用 い た ｡ 誘導剤前処理 の ラ ッ トには ､ フ ェ ノ
バル ビタ ー ル (80 mg/kg,ip) 5 日間､ プレグネノ ロ ン 16α - カ ー ボニ トリル (50mg
/kg,ip) 5 日間､ イミ グゾ - ル (200m g/kg,ip) 4日間､ エ タノ 1t' (10 %) 5日間､
3 - メチル コ ラ ンス レン (25皿 g/kg,ip) 1日お きに3 日､ トリ アセチルオ レアン ドマ
イ シ ン (400m g/kg,ip) 3 日間､ デキサメサゾン (50m g/kg,ip) 3日間､ それぞれ
投与した ｡ 18- 20時間絶食した後､ 放血致死させ肝臓を摘出した ｡
試薬
ゾニ サ ミ ドお よび 2 - ス ル フ ァ モイル アセチル フ ェ ノ ー ル (S M A P) は ､ 大 日本製薬
(樵)より供与されたも の を用 い た ｡ N A D P H､ NADH ､ N A D P＋ ､ グル コ ー ス 6 リ ン
酸 ､ グル コ - ス 6リ ン酸脱水素酵素はオリ エ ンタル酵母 (樵)より購入した o プ ロム ワ
レリル康素は､ 局方品を再結晶して用い た ｡
そ の 他の試薬は ､ H P L C用 または特級以上 の物を用 いた ｡
監主 虻 遡製
肝ミク ロゾ ー ムお よびサイ トゾ - ルは Kitada らの 方法 [49] に より調製した o 即 ち ､
放血致死させ た動物より摘出した肝を ､ 1.1 5 %の K Cl溶液に て還流し血液を十分除去
した後､ 肝重量の 3倍容の氷冷 1｡15 % K Cl溶液を加えホモ ジナイズし, 冷却遠心機に
て 9,0 00×gで 20分間遠心分離した ｡ 得られた上清をさらに 105,OqOXg で 60分間超
遠心 し､ そ の 上清をサイ トゾ - ル と した o そ の 時の 沈殿を再度 1.15 %KCl溶液を加え
ホモ ジナイズした後､ 105,0 00×g で 30分間超遠心し､ 得られ た沈殿を 0.1 m M
E D T Aを含む 50m M リ ン酸 かノウム緩衝液 (pH 7.4) に懸濁し肝ミ ク ロ ゾ ー ム とした ｡
タ ンパ ク定量
夕γ/1
o
ク定量は Lo w ryら [50] の方法に従い ､ 牛血清アルブミ ンを標準タ ン/toク と
して行い ､ 測定は H IT A C H I 100-20型分光光度計により行 っ た o
CytoChro m e P450含量 の 測定
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om ur aと Sato [51] の方法に従 い い 還元型 の 一 酸化炭素結合差ス ペ クトルから求め
たo 測定は H ITA C H I 228rA 型ダブルピ - ム分光光度計により行っ た.
鑑三之旦 辿 過重塾望速星
基本的な反応溶液 (全量1 m L) の 組成は ､ 100m M リ ン酸か+ ウム緩衝液 (pH 7.0)
o.1 m M E D T A､ 0.4 m M ゾニ サミド､ ミク ロ ゾ ー ムまた はサイトゾ - ル (1 m g 蛋白)
および N A D P H一 生成系 (0.3 3m M N A D P＋､ 8 mM グル コ ー ス 6 J)ン酸, 0.1 Uグル
ー
コ - ス 6 - リ ン酸デ ヒ ドロゲナ - ゼ ､ 6 m M 塩化マ グネシウム) からなり､ ツ ン ベルグ
管中に作成した o ただし､ N A D P H生成系はツ ンベ ルグ管の ア - ム部に入れ密栓した｡
必要に応じて ツ ン ベルグ管内を､ バキ ュ ー ムフ ラ ッ シ ュ 法によりアルゴ ンガス で置換し
た｡ 37℃ で 5分間プレイ ンキ ュ ベ - 卜した N A D P H一 生成系の 添加により反応を開始し
た｡ 20分の 反応の後､ 反応液 0.5 m L をジク ロ ロメ タン 4 mL の 入 っ たキ ャ ッ プ付き試
験管にと る こ と により反応を停止させた ｡ 内部標準物質として 0.4 m g/m L プロ ム ワレ
リル尿素メタノ - ル溶液 160LLL を添加した後､ 10分間振返しジク ロ ロ メタン に抽出
した. 1,600× g で 10 分間遠心分離した後､ 有機層を分取し､ ロ - タリ ー エバボレ ー
タ - で有機層を減圧留去後､ 残液をメタノ ー ル 100〃.L に溶解し H P L Cにイ ンジ ェ ク
卜した ｡
H P L Cによる S M A Pの定量条件
ポンプ;du aトdelivery pum p (Waters Model 6000A)
検出器 ;So m aModelS-3 10A
レコ - ダ - ; Nation alV P- 6610A
カラム ;In ertsil O D S-
.
2colum n(particle size5[L m, 4･6 Ⅹ 2 50m m, G L Scie n c e)
カラム温度 ;35℃
移動相 ;0.1 Mリ ン酸 か+ ウム緩衝液 pH 4.0 : アセ トニ トリル : 2 - プロ パ ノ ー ル
(120:40: 8, Ⅴ/v)
流速 ;0.8 m L/min
検出波長 ;260n m
内部標準物質;プロ ム ワ レリル尿素
イムノブロ ッ ト分析
IA e m mli[52] の方法により S D S-P A G Eを行 っ た後､ Gu enge rich ら [53] の方法
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に従 い ､ ニ トロ セル ロ - ス膜に転写した後､ Peroxidase a ntiper oxidas e法 により染色
をし､ 得られたバ ン ドの染色強度を各精製 P450榛品の漁色強度を検量線として 2波長
ク ロ マ トス キ ヤ ナ - を用い て ､ 4 00n m の 吸収を測定する ことにより算出した ｡
ミ ク ロ ゾ ー ム の フ ェ リ シ ア ン化カリウム処理
ミク ロ ゾ - ム (3mg/mL) を 50〃M フェ リ シ ア ン化カリウムと 25℃ で 15分間イ ン
キ ュ ベ - 卜した後 ､ 105,0 00×g で 30分間程遠心した ｡ 得 られた ペ レッ トを 1.1 5%
K Clに懸濁
･
し105,0 00×g で 30分間超遠心した ｡ この操作を2回線り返した後､
o.1m M E D T Aを含む 50m M リ ン酸か+ ウム緩衝液 (pH 7.4) に約 20mg/m L の タン
パ ク濃度で懸濁した ｡
再構成系による代謝
D L P C 25m g に精製 P450 50pm o1､ ラ ッ ト肝より精製した fp2 1unit, ラ ッ ト肝よ
り精製したb5 50pm ol をツン ベルグ管にとり､ 100m Mリ ン酸カリウム緩衝液 (pH
7.0) ､ 0.1 m M E D T A, 0.4 m M ゾニサ ミ ド､ お よび酸素消費系 (10m Mグル コ ー ス ､
5 u nit グル コ ー ス オキシダ - ゼ ､ 3 0u nitカタラ ー ゼ) を加え､ バキ ュ ⊥ ム フ ラ ッ シ ュ
法により アル ゴンガス で置換した [54] . 37℃ で3分のプレイ ンキ ュ ベ - シ ョ ンの後 ､
37℃ で5分間プレイ ンキ ュ ベ - 卜した N A D P H一 生成系 (0.3 3m M N A D P ＋, 8 m M グ
ルコ ー ス 6 - リ ン酸 ､ 0.1 Uグル コ ー ス 6 - リ ン酸デ ヒ ドロ ゲナ - ゼ ､ 6 m M 塩化マ グ
ネシ ウム) の添加により反応を開始した｡ 以降は ､ ミク ロ ゾ ー ム を酵素源にしたときと
同様に行 っ た ｡
抗体添加による代謝
抗 P450抗体または抗fp2抗体と preirn r n un oIgG を､ 反応溶液中の総IgG 量が 一 定
(10m glgG/n m oI P450) となる ようにツ ンベ ルグ管にとり ､ ミ クロ ゾ - ム (0.2
m g/mL) と抗体とを 37℃で 10分間イ ンキ エ ペ - 卜した後 ､ 100m Mリ ン酸カリウム
緩衝液 (pH 7.0) ､ 0.1 mM E D T A､ 0.4 m Mゾニ サ ミ ド､ および酸素消費系 (10m M
グル コ - ス ､ 5unit グル コ ー ス オキ シダ ー ゼ , 3 0unit カ タラ - ゼ) を加え ､ バキ ュ ー
ム フラッ シ ュ 法によりアルゴ ンガス で置換した o
′
37℃ で3分の プレイ ンキ ュ ベ - シ ョ ン
の後 ､ 37℃ で5分間プレイ ン キ ュ べ - 卜した N A D P H一 生成系 (0.3 3m M N A D P＋ ､ 8
m M グルコ ー ス 6 - リ ン酸､ 0.1 Uグルコ ー ス 6Tリ ン酸デヒドロゲナ - ゼ ､ 6 m M 塩
化マ グネシウム) の添加により反応を開始した ｡ 以 降は ､ ミク ロ ゾ､ - ムを酵素源にした
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とき と同様に行 っ た ｡
@
c yp2B lはフ エ ノバル ビ夕 - ル前処理雄性ラ ッ ト肝より ､ Rya n ら [55] の方法によ
り精製したも の を用 い た ｡ C YP2C llは薬物未処理雄性ラッ ト肝より ､ Ka matakiら
[56] の方法により精製したも の を用い た . C Y P3 A 4は ヒ ト肝より ､ Kom o riら [57]
の方法により精製したもの を用い た｡ fp2 はフ エ ノバル ピタ ー ル前処理雄性ラッ ト肝よ
l
り､ Yasuko chiと Master s[58] の方法を若干変更した ､ Kitada ら [59] の方法によ
り精製したもの を用い た ｡ b5 はラ ッ ト肝より ､ O hm o riら [60] の方法により精製し
たもの を用 い た ｡ 抗体 は精製酵素を抗原とし ､ 雄性 日本白色ウサギに精製酵素を感作し､
Kam atakiら [61] の方法を改変して ､ 氾tada ら [62] の方法により作成したo
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第2章 ゾニサミ ド代謝に関与するヒ ト肝 P450分子種
薬物代謝には動物種により善がある こ とが知られて い る ｡ つ まり代謝能の 量的
･ 質的
な違い で ある ｡ 一 般に､ 実験動物として汎用されて い る 小動物 (マ ウス ､ ラ ッ ト､ モ ル
モ ッ トなど) で得られた実験結果を､ ヒトに外挿する際に ､ 満足な結果が得られない 理
由の 一 つ で ある ｡ そ こで ､ ヒ トにおける薬物動態および薬物間相互作用を考える 上で ､
薬物 の ヒ トにおける代謝の特徴 ･ 関与する酵素を明らか にす る こ とが重要で ある o
ゾニ サミ ドの ヒトにおける体内動態の特徴として 血中濃度 の非線形性が上げられる｡
ゾニ サ ミ ドの 非線形体内動態は､ Wagnerら [63] お ′よび西 口ら [64] により ､ そ れぞ
れ10人お よび8人の 患者にお い て 1.人 の患者から2 つ の 異な る投与量により得られた定
常状態の 血中濃度から検討され報告されて い る ｡ 前者は投与量が 40 m g/day - 1,200
m g/day と高用量で ある こと♪ 後者は小児患者を含む 8人 (1歳 - 26歳､ 平均 13･4歳)
におい て 3.3 m g/kg/day - 13.O m g/kg/day の範囲で ､ さらに 11歳末満 と 11歳以
上 の 2群におい て検討されて い る ことが特徴で ある . 一 方 ､ 小野 ら [14] により ､ ゾニ
サ ミドの線形体内動態も報告されて いるが ､ 臨床第3相における 456例の血中濃度デ⊥
夕の 全体解析からで あり､ 多施設による検討でもある こ とか ら､ 種々 条件の誤差の存在
も否定で きない こ とを考慮しなければならない ｡
非線形体内動態を示す代表的な薬物である フ エ ニ トイ ンで は ､ 代謝過程の飽和がそ の
機序とされて い る [65] ｡ ゾ ニ サ ミ ドの ヒ トにおける代謝に つ い て詳細に検討す る こ と
は ､ 非線形体内動態をとるゾニ サ ミ ドの 臨床における体内動態を把握する上 で有意義な
こ と と考えられる ｡
本章にお いて は ､ ゾニ サ ミド代謝に関与する ヒトにおける酵素につ いて ､ ヒト肝ミ ク
ロ ゾ - ム とワクシ ニ アウイルス ー Hep G 2発現系による発現ヒ ト P450を用 いて検討し
た ｡
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第1節 ヒト肝ミ ク ロ ゾ - ムによるゾニ サミ ド代謝
前章の結果より､ ゾニ サ ミ ドの 還元的代謝には C Y P3Aサブフ ァミ リ ー に属する酵素
が関与する ことが明らかとな っ た o 本節にお い て は､ ヒト肝ミク ロ ゾ ー ム を酵素源とし
sM A P生成活性に及ぼす cofactor､ 酸素濃度､ 阻害剤の影響を検討した . また ､
s M A P生成活性と総 P450量や P450分子種量と の相関性､ および種々 の 薬物代謝活性
との相関性を検討した. さ らに､ ヒ ト肝より CYP3 A4 を精製し､ C Y P3A 4の SM A P生
‡
成活性の有無を検討した ｡ また ､ 各種抗 P 450抗体の影響を検討した ｡
【結果 ｡ 考察】
cofacto r要求性
ヒト肝ミ ク ロ ゾ - ム を用 い ､ 嫌気的条件下にお いて電子供与体として N A DPH または
N ADP の 1 m M 存在下およびそれぞれ 1 m M 共存下におい て S M A P生成活性を測定し
たと ころ ､ N A D Hを用 い た場合より N A D P Hを用いた場合が約4倍高い活性を示した
(Fig. 15) . また ､ N A D P Hと N A D P共存下にお いて も SMA P生成活性は､ NA D P H
l mM の み の場合とほぼ同等の活性を示した. また ､ 熱処理 したミ ク ロ ゾ - ム には活性
が認められなか っ た ( デ- 夕来援示) 0
ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム を用いた場合と同様に､ ゾニ サ ミ ドを基質とした場合､
N A D P Hを電子供与体としたときに高い活性が得られ､ さ らに相乗的に増加する現象
(N ADH synergis m) は認められなか っ た こ とか ら､ ゾニ サミ ドの 還元的 S MA P生成
反応は ､ ヒト肝ミク ロ ゾ∵ ム 中の N A D P Hを電子供与体とする熱不安定な酵素により
触媒されて い る ことが明らかになっ た｡
酸素濃度の影響
ヒト肝ミ ク ロ ゾ - ム にお けるゾニ サミ ドの 還元的 S MA P生成活性は ､ 好気的条件下
(大気中の酸素濃度 : 20.9 6 %) で は活性が認められず､ 検討した低酸素濃度域 (1%以
下) にお い て活性が認められた ｡ また､ 酸素消費系 ( グル コ - ス ､ グル コ - ス オキ シダ -
ゼ ､ カタラ ー ゼ) を添加 した完全嫌気系にお い て最大活性を示した (Fig. 1 6) ｡ ヒト肝
ミ ク ロ ゾ ー ム におい て もゾニ サミ ドの還元的 S M AP生成は､ 好気的条件下より嫌気的
条件下で進行する ことが明らかとな っ た ｡
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Takaha r aら [46] は ､ 気相中の酸素濃度を変化させたときの 反応液中の酸素濃度を
実測しており ､ そ の 結果を検量線とする と ､ 生体内の肝小胞体周囲の酸素濃度と い われ
て い る濃度域 (5 - 10LLM) は ､ 気相中の酸素濃度 0.0 1 %以下に相当す る . S M A P生
成活性は ､ 0.0 1 %以下の気相中酸素濃度にお い て ､ 酸素消費系を添加したときと大きな
活性 の差は認められない こ とから ､ ヒト肝ミ ク ロ ゾ ー ム にお けるゾニ サ ミ ド代謝に つ い
て は ､ 酸素消費系を添加した完全嫌気条件下におい て行なっ て も問題はな い と考えられ
た｡
阻害剤の影響
ゾニ サ ミ ドの S M AP生成活性にお よぼす各種阻害剤 の影響を検討した (Fig. 17) 0
s M A P生成活性は ､ シメチジ ン (1m M) で約40 %阻害され ､ さ らに､ 一 酸化炭素､ ケ
トコ ナゾ - ル (40LLM) ､ n +オクチル アミ ン (250LLM) により ､ ほぼ完全に阻害され
た ｡ これ らは P450に対する代表的な阻害剤で ある こ とか ら､ ゾニ サ ミドの還元的
S M A P生成に P450 が関与する ことが推察された｡ 一 方 ､ P 450 の代表的阻害剤として
知 られて い る ､ S K F 525-A にお い ては , 濃度依存的な活性の 上昇が認められた ｡
S M A P生成の個体差と P450量
21例 の ヒト肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い て ゾニ サ ミ ドの S M A P生成活性を潮定したと こ ろ ､
5 例で検出限界以下で あり､ 活性の認 められた 16例にお い て も 0.01 n m o1/mg/min か
ら 1.0 5n m o1/mg/m inまで顕著な活性の個体差を認めた (Fig. 1 8) ｡ また ､ これ ら
21 例の ヒト肝ミク ロ ゾ ー ム の P450比含量と SMA P生成活性の 間に は有意な正 の相関
は認められなか っ た (Fig. 1 9) . したが っ て ､ 複数 の 分子種の存在が知られ て い る
P450にお いて ､ 各分子種間 でゾニ サ ミ ドの 還元的 SMAP 生成活性に違い が ある こ とが
推察された ｡
塾堕里_生成造進呈迫 雌 退追望遊里塩
21例の ヒ ト肝ミク ロ ゾ ー ム を用 い ､ ゾニ サ ミ ドの 還元的SM A P生成活性とア ニ リ ン
水酸化活性､ ベ ンツ フ ェ 夕ミ ンN - 脱メチル化活性､ イ ミ プラミ ン2- 水酸化活性､ テス
トステロ ン6β - 水酸化活性とS M A P生成活性の相関性を検討した結果をFig. 20 に示
した . ゾニサ ミ ドの 還元的S M A P生成活性は､ テス トス テ ロ ン6β - 水酸化活性と最も
高い 正 の 相関 (r
2
-o.9 6) を示 し､ それ以外の活性とは､ 有意な相関は認められなか っ
た｡
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アニ リ ン水酸化は C YP2E l[66] により ､. ベ ン ツ フ ェ タミ ン N 一 脱メチル化は
CY P2 B[67] ､ C Y P2 C[68] ､ C Y P3 A[69] によ-り ､ イ ミ プラミ ン 2一 水酸化は
cy P 2D6 [70] により ､ テ ス トステ ロ ン 6β - 水酸化活性は C W 3 A 4[71] により代謝
され る こ とが報告されて い る こ とから ､. ゾニ サ ミ ドの還元的 S M A P生成には､ 最も相
関の高か っ たテス トス テ ロ ン 6β 一 水酸化に関与する C Y P3A 4により代謝される ことが
推察された ｡
S M A P生成活性と P450分子種含量との相関性
21例の ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ - ム を用い ､ ゾニ サミドの還元的S M A P生成活性とイムノブ
ロ ッ ト法により求めたP450分子種含量との相関性を検討した結果泰Fig. 2 1 に示した ｡
抗C YP 2 C9抗体を用 い て定量したC Y P2 CとS M A P生成活性との 間にほ相関は認めら
れなか っ た . 一 方､ 抗C Y P2 D l抗体を用い て定量したC Ⅵヲ2D 6お よび抗C Y P3A 4抗
体を用 いて定量したC Y P3 Aとの間には正 の相関が認められたが､ 相関性はC Y P2 D 6､
c y p3Aにお い てr
2
でそ れぞれ0.3 1､ 0.77 であり ､ C Y P3Aの 方が顕著に高か っ た ｡ 前
項で の 結果で あるC Y P2 D 6の プロ ー ブ活性で あるイ ミプラミ ン2｢水酸化活性とゾニ サ
ミ ドの還元的S M A P生成活性の 間に高い相関性が認められなか ったこ と､ および､
c y p3A含量とC Y P2 D 6含量が正 の相関 (r2-o.4 5) を示 した こと (デ ー タ末提示) か
ら､ Fig. 2 1 での C Y P 2D 6含量とゾニサ ミドの還元的S M AP生成活性の 間の 弱 い相関
性はヒ ト肝ミク ロ ゾ ー ム中のC Y P3A とC Y P2 D 6の 発現量の相関による結果と考えら
れ ､ 本結果からもゾニ サ ミ ドの 還元的S MA P生成には､ CYP3 Aが代謝に関与する こと
が推察された｡
精製 P450による代謝活性
ヒ ト肝 ミク ロ ゾ ー ムより精製した C YP3A 4を用 い ､ 精製酵素におけるゾニ サミ ドの
還元的 S M A P生成活性を検討した (Table5) . 脂質としてDLP Cを使用し､ ラ ッ ト肝
より精製した fp2およびb5 を必要に応じ添加した o D LP Cとfp2 の 系で は､ S M A P生
成活性は認められなか っ たが ､ さ らに精製 C Y P3A 4を添加 した系および精製 CY P3A 4
と b5 を添加した系を嫌気的条件下で 反応させた場合に S M A P生成活性が認められた ｡
こ の こ とより ､ C Y P3A 4は嫌気的条件下にお い て ゾニ サ ミドを S M A Pに代謝する こと
が明らかとな っ た ｡ また ､ b5 は P450の 酸化 ･ 還元サイクルの 中で ､ 第2電子 の 導入
に 関与 しており ､ 一 般に C Y P 3A に対 して は第 2 電子 の 導入が律速 となる [72] こ とか
ら, b 5の 添加により C Y P3A 4の 関与する活性が上昇する ことが報告されて い る [73,
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74] 0 b5 の添加により S M A P生成活性の 上昇は認められなか っ た ことか ら ､ ゾニ サミ
ドから S M A Pへ は ､ b 5由来の第2電子を必要としな い 1電子 で還元され て い る も の と
推察された｡
抗体 の影響
ヒ ト肝ミク ロ ゾ ー ム におけるゾニサ ミ ドの 還元的 S M A P生成反応に対する抗 P 450抗
体 の影響を検討した(Fig. 2 2)o 異なる2検体とも ､ 抗 C Y P2 C 9抗体および抗 C Y P2 D l
抗体により S M AP生成活性は阻害されなか っ たが ､ 抗 CYP3A 4抗体により濃度依存的
に活性が阻害され , P450当たり10mgIgG の 抗体の添加で90 %以上 の 阻害が認められ
た ｡ こ の こ とか ら､ ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム にお けるゾニ サ ミドの還元的 SMAP 生成反応
に､ C Y P3A が主に関与して い る ことが示唆された ｡
反応速度論的解析
ヒ ト肝ミク ロ ゾ ー ム によるゾニ サミ ドの還元的S M A P生成反応の速度論的解析を行なっ
た (Fig. 2 3) o Lin e we aver- Bu rk プロ ッ トにより ., 検討した基質濃度範囲 (10〃.M
- 400LLM) で は明らかな直線が得られ ､ Km は 211LLM ､ Vm ax は 0.3 14n m o1/m g
/min で あっ た｡ ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ムによるシク ロ ス ポリ ン代謝の Km は 3 - 1 0〃′ M
[75] ､ ミタゾラム代謝の K m は 4 - 18〃′M [76] と報告され ており , こ れらと比較
する と､ ゾニ サミ ドq)代謝の Km は顕著に大きく ､ 親和性は比較的小さい も の と考えら
れ る o それゆえ､ C Y P3Aにより代謝され る薬物と の併用により代謝阻害を容易に受け
やす い も の と推察され た｡
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Table5 S M A P form ation by purified C YP 3A4 in a re c o n stitutedsystem
SMA Pfo r m atio n
(n mo[/nm o[ P45 0/mjn)
Aerobic Anae robic
D L P C＋ P 4 5 0redu cta s e(A) < 0.02 く 0.02
(A) ＋ P45 0 < 0.02 0 A 7
(A) ＋ P 4 50＋ b5 < 0.0 2 0.4 2
Arec onstituted system c ontained1 00m Mpota s siu mpho sphate, pH 7,0, 0.1 m M
ED T A
,
the N A DPH-ge n e ratingsyste m, 2 0pm o]of C Y P3 A4, 1 unitofrat‥v er
micros om aIN A D P H-P 45 0reducta se,2 5トもgOf D LP Ca nd zo nis a mide,in afinal
volum e of1.0 mL Cytochro me b5(20pm ol)pu rified fro mratJivers wa s addedto
the syste mifnec e s s ary. 1nthe cas eofanaerobic c onditio n sthe r e aqtio n w a s
ca riedoutinthepr esenc e ofthe oxygen -c o nsu mlngSyste m.
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第2節 発現 ヒト P450によるゾニ サ ミ ド代謝
ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ムお よび精製酵素を用 い た前節の結果から ､ C W 3 A4がゾニ サ ミ ド
の還元的S M A P生成活性を有し､ 主に関与して いる こ とが明らかとな っ た ｡ しか･し､
こ の 結果から他の P450酵素が活性を示さな い と断定する ことは無理 で ある ｡ ゾニ サ ミ
ドは多剤併用 の 可能性が高い こ と､ および体内動態が非線形性を示すこと [63､ 64]
などか ら, ･ 代謝に関与する酵素を詳細に解明する ことは､ 薬物相互作用を回避する上で
l
重要である と考えられる ｡ そ こで ､ 近年発達して きた分子生物学的手法を用 い Hep G 2
細胞に発現させた 10積の ヒトP450[77] を用 い ､ ゾニ サ ミド代謝に関与する P 450
分子種を詳細 に検討した｡
【結果 ･ 考察】
発現 ヒトP450による SM A P生成活性
Fig･ 2 4にゾニサミドを基質とし､ ワクシ ニ ア - HepG 2系で発現さ草た 10種の ヒト
P450を用 いたときの S M A P生成活性を示した o 10種の分子種のうち ､ C Y P2 C 19､
c yp3A 4j3よび C W 3A 5の 3分子種に S M A P生成活性が認められ 他 の 7分子種にお
い ては認 められなか っ た ｡ S M A P生成活性の 認 められ た3 つ の 分子種の うち ､
C Y P3A 4の 活性が最も高く ､ C Y P2 C 19および CY P3A 5の 活性は ､ C Y P3A 4の そ れぞ
れ 1/16お よび 1/11 であ っ た . シク ロ ス ポリ ン ､ ミ グゾラム ､ な ど C Y P3A 5の 基質選
択性は CY P3A 4とほぼ同じで あり ､ 活性は C Y P3 A 4より低い o ゾニサ ミドに対して も
これ ら と同様で あ っ た ｡
1 0種の 発現ヒト P450を用 いた検討から､ C Y P 3A 4以外 に C YP 2C 19 と C Y P3A 5が
ゾニ サミドの還元的 S M A P生成活性を有する ことが示された ｡ しかし､ 各 P450分子
種間で活性の差が大きく認められ ､ 本反応に対 して C Y P3 A 4の活性が顕著に高い こ と
が示唆された ｡
反応速度論的解析
S M A P生成活性の 認 め られた 3 つ の 分子種 (C Y P2 C19､ C W 3A 4､ C Y P3 A 5) およ
びヒト肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い て反応速度論的解析を行な っ た｡ Fig. 25に Linew e ave r-
Bu rkplot で示 したグラフ を ､ Table6 にグラフか ら得られた Km ､ V max および
V m a x/K m を示 した ｡ C Y P2 C19､ CY P3 A4 C Y P 3A5 の Km は ､ それぞれ 188 247､
179〃′ M とほぼ等しい値であ っ たが ､ Vm ax は C Y P3 A 4が他に比 べ ､ 6 - 8倍大きい
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値を示 した o また ､ C Y P2C19､ C Y P 3A 4､ C YP3A 5の K m は ､ ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ
- - ム を
用い た時の Km 274〟M とも ほぼ等しい値で あっ た ｡
さ らに､ 固有クリアラ ンス の指標となる V m ax/Km にお い て は ､ C YP3A 4の V m ax
/Km は C Y P 2 C19の 7倍､ C Y P3A 5の 倍大きい値を示した ｡
s M A P生成活性の認められた 3 つ の 分子種 (C Y P 2 C19､ C Y P 3A 4､ C Y P3 A 5) の
Km は ほぼ等しい値で あっ たが ､ V m a x/Km には顕著な差が認められ ､ C Y P3A 4 のそ
れが他に比 べ 大きか っ たこ とか ら､ これ ら3種の うち C Y P3A4 はゾニ サ ミ ドの 還元的
s M AP 生成反応に対し､ 選択性が非常に高い ことが示唆された ｡
また ､ 既に, ヒ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム に よるゾニ サ ミ ドの還元的 SM A P生成反応に対し､
抗 C Y P2C9抗体は影響を与えな い こ とを明らか として い る こ とから ､ 抗 C W 2 C 9抗体
と免疫交叉性を示す CYP 2 C19の ヒ ト肝における S MA P生成反応に対する寄与は非常
に低い も,の と考えられ る o また ､ C Y P3A 5の V m ax/Km が C W 3A 4のそ れの 1/5 以
下であ っ た こ と と､ C Y P 3A 5の 発現には個体差が存在し 10- 20 %の個体に発現して い
る こ と [78] ､ さらに発現して い る個体にお い て も肝に存在する総 C Y P3Aの約 20 %
で ある こと [79, 8 0] を考え合わせ る と ､ ヒト肝におけるゾニ サミ ドの 還元的 S M A P
生成反応に関与する C Y P3A 5の 寄与率は非常に低い も の と考 えられる .
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第3節 小 括
ヒト肝ミク ロ ゾ ー ム をお よび発現ヒトP450を用 いた検討から以下の知見を得た｡
1) ゾニ サ ミドは ヒト肝ミク ロゾ ー ム により嫌気的条件下において S M A Pに代謝され
る こと , さらに C Y P3Aに属する分子種により代謝されることが明らかとな っ た ｡
2) ゾニ サ ミ ドの還元的代謝は､ b5 由来の第 2電子を必要とせず､ 第1電子で還元さ
れて いる と考えられた ｡
3) ゾニ サ ミドの還元的代謝の Km は , 他の C W 3A 4が基質とする シク ロ スポリ ンA､
ミ グゾラム の K m に比較し､ 顕著 にに大きい ことか らゾニ サミ ド代謝は他薬物による代
謝阻害を受けやすい 可能性が考えられた｡
4) ゾニ サミ ドは C Y P3 A 4の みな らず､ c y p2 C 19お よび C Y P3A 5も還元活性を有す
る ことが由らかとな っ たが ､ V m ax/Km の 比較か ら C Y P3A 4の 選択性が非常に高い こ
とが明 らか とな っ た ｡
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実験の部
ヒト肝
ヒ ト肝は千葉大学医学部法医学研究室より司法解剖により得られたも の を､ 木村康名
誉教授､ 木内政寛教授よりご供与頂い た｡ 死後 20時間以内の肝を使用した .
発現 ヒトP 450
発現 ヒ ト P450各分子種は ､ A me rsha m 社小野博士によ.り ､ ワク シ ニ ア ー H E P G 2細
胞系により発現 [81- 83] されたも の を ､ 0.1Mリ ン酸緩衝液(pH 7.4)/1m M EDT A/
20 %グリセ ロ - ル を加 えたの ち超音波細胞被砕機を用 い て懸濁する こ とに よりセル ライ
セ - ト として用 い た｡
塾藍
第1章の実験の部に記した ｡
ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ - ム調製法
ヒ ト肝ミク ロ ゾ ー ムは常法により調製した ｡ 即ち ､ 裁断した肝を 1.1 5 %の K Cl溶液
にて洗浄し血液をで きるだけ除去した後､ 肝重量の 3倍容 のホモ ジナイズ溶液 (1.1 5 %
KCl､ 10 m M リ ン酸緩衝液(pH 7.4)､ 1 m M EDTA､ 0.5 m M D7 T) を加えホ モ ジナイ
ズし､ 冷却遠心機にて 9,0 00×g で 20分間遠心分離した ｡ 得 られた上清をさらに
105,000× g で 60分間超遠心し ､ そ の 沈殿を再度ホ モ ジナイズ溶液を加えホ モ ジナイ
ズした後､ 105,000×g で 30分間超遠心した ｡ 再度 こ の 操作を行 っ た後 ､ 得 られた沈
殿を 0.1 m M E D T Aを含む 50m M リ ン酸カリウム緩衝液
ク ロ ゾ ー ム と した｡
乏立 地 逗垣⊆垣望望進呈些乱重量望遡崖
第1章の実験の部に記した方法と同様に行 っ た ｡
S M A P生成活性
(pH 7.4) に懸濁 しヒ ト肝ミ
ヒ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム を用い る他は ､ 反応溶液の組成および反応操作は第1章 と同様に
行 っ た o 代謝物の抽出操作は､ 内野標準物質として 0.4 m g/m L プロ ム ワ レリル尿素メ
タノ ー ル溶液 100LLL を添加した他は ､ 第1章と同様に行 っ た ｡
- 5 6-
払 底量急性
第1章に記した方法と同様に行 っ た ｡
酸素濃度の影響
ツンベ ルグ管中に反応混合液を作製し､ ツ ン ベ ルグ管の ア ー ム部にイ ンキュ ベ - ト済
の N ADP H生成系を入れ密栓した後､ バキ ュ ー ム フ ラッ シ ュ 法 により種々酸素濃度ガ
ス とガス交換を行なう こ とにより ､ 酸素濃度の調整を行な っ た｡ 濃度調整ガス は , 3.5
1
リ ッ トル瓶 ( ガロ ン瓶) に1 %酸素ガス (補整ガス ;窒素) を必要量水中補集した後､
窒素ガス で希釈補整を行な い作製した o 酸素濃度は 1, 0.1,0.0 1 %とした｡ また ､ アル
ゴンガス およびアルゴ ンガス と酸素消費系 ( グルコ ー ス ､ グルコ ー ス オキシダ - ゼ ､ カ
タラ ー ゼ) を用 い た場合 ､ さらに好気的条件にお い て も行な っ た｡
イ ムノブロ ッ ト分析
第1章に記した方法と同様 に行 っ た ｡
ア ニ リ ン水酸化活性
反応溶液 (全量1 mL) は ､ 100m M トリス 一 塩酸緩衝液 (pH 7.4) 0.i m M EDTA
5 m M ア ニ リ ン ､ ミ ク ロ ゾ - ムお よび NA DP H一 生成系 (0.3 3m M N A D P＋､ 8 mM グ
ル コ ー ス 6 1 リ ン酸､ 0.1 U グルコ ⊥ ス 6 J)ン酸デヒドロゲナ - ゼ ､ 6 mM 塩化マ グ
ネシ ウム) からなり､ 試験管中に作成した ｡ 37℃ で 5分間プレイ ンキ ュ ベ - 卜した
N A D PH 一 生成系 の 添加 により反応を開始した ｡ 37℃ で15分の 反応の後､ Im ai らの 方法
[84] により生成した p - ア ミ ノフ ェ ノ ー ル を定量した｡
ベ ンツ フ エ 夕 ミ ンN - 脱メチル化活性
反応溶液 ( 全量1 m L) は ､ 100m M リ ン酸緩衝液 (pH 7.4) ､ 0.1 m M EDT A､ 1
m M ア ニ リ ン ､ ミ
■
ク ロ ゾ ー ム お よび N ADPロ ー 生成系 (0.3 3m M N A D P＋､ 8 m M グル
コ ー ス 6 - リ ン酸､ 0.1 Uグル コ - ス 6 - リ ン酸デ ヒ ドロ ゲナ - ゼ ､ 6
'
m M 塩化 マグネ
シ ウム) からなり , 試験管中に作成した ｡ 37℃ で5分間プレイ ンキ ュ ベ - 卜した
N ADPH 一 生成系の添加により反応を開始したo 37℃で15分の 反応の後､ Nash の方法
[85] に より生成したホルムアルデヒ ドを定量した ｡
イ ミ プラミ ン2一 水酸化活性
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反応溶液 (全量 1 m L) は ､ 100m M リ ン酸緩衝液 (pH 7.4) ､ 0.1 m M E D T A､ 200
〃 M イ ミプラミ ン ､ ミ ク ロ ゾ ー ムお よ び N ADP H一 生成系 (0.3 3m M N ADP＋ ､ 8 m M
グル コ ー ス 6 - リ ン酸､ 0.1U グル コ ー ス 6 - リン酸デヒ ドロゲナ - ゼ ､ 6 m M 塩化 マ
グネシウム) からなり ､ 試験管中に作成したo 37℃ で 5分間プレイ ンキ ュ ベ - 卜した
N A DP H一 生成系の添加により反応を開始した ｡ 37℃ で10分の 反応の後 ､ O hm o ri らの
方法 [70] により生成した代謝物を H P L Cにより定量した ｡
テス トス テ ロ ン6β 一 水酸化活性
･ 反応溶液 (全量1 m L) は､ 100m M リ ン酸緩衝液 (pH 7.4) ､ 0.1 m M E D T A､
200〟. M テス トス テ ロ ン ､ ミク ロ ゾ ー ムお よび N ADP H一 生成系 (0.33 m M N ADP＋ ､
8 m M グル コ - ス 6 J)ン酸+ 0.1 Uグル コ ー ス 6 - リ ン酸デヒ ドロ ゲナ - ゼ ､ 6 m M
塩化マ グネシウム) からなり ､-試験管中に作成したo 37℃ で5分間プレイ ンキ ュ ベ - 卜
した N A D P H- 生成系 の添加 により反応を開始した o 37℃ で10分の 反応の後 ､ Hayashi
らの 方法 [86] により生成した代謝物を H P L Cにより定量した ｡
抗体添加による代謝
第1章に記した方法に準じて行 っ た ｡
精製酵素および抗体
CY P 2C 9はヒ ト肝より､ S him ada らにより報告された方法 [87] で精製したもの を
用 い た ｡ C Y P3A 4は ヒト肝より ､ Ko m oriら の方法 [88] により精製したもの を用 い た｡
fp2 は フ ェ ノバ ル ビタ ー ル前処理雄性ラ ット肝より､ Yasuko chiと Ma stersの 方法[58]
を若干変更した ､ Eitada ら [59] の方法により精製したも の を用い た o b5 はラ ッ ト肝
より ､ O hm o riらの 方法 [89] に より精製 したも の を用 い た ｡ 抗体は精製酵素を抗原と
し､ 雄性日本白色ウサギに精製酵素を感作し､ Ka m atakiらの 方法 [61] を改変して ､
Kitada らの 方法 [62] により作成した ｡ CY P2D6と交差反応する抗 C Y P 2D l抗体は､
F. P. Gu e nge rich 博士 より ご供与頂い たも の を用 い た ｡
M ichaelis- Me nte n パ ラメ ー タの 算出
S M A P生成反応の Michaelis - Me nte nパ ラメ ー タの 算出には ､ Yam a oka ら の 非線形
最小土乗法プログラム M U m[90] を用 い た ｡
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第3章 ヒトにおける代謝的相互作用の予測
薬物個々 の 代謝に関与する酵素､ 分子種を同定する こ とは複数の薬物併用時の薬物間
相互作用 の可能性を考える上 で有用な情報を与えるが､ 必ずしも十分な情報とはい えな
い ｡ つ まり ､ 併用薬が同 一 酵素で代謝される薬物で あ っ て も ､ 代謝における相互作用を
必ず生ずるとも限らず､ また ､ 影響を与える薬物と影響を受ける薬物の判断は つか ない ｡
ゾニ サ ミ ドは難治性て んかんに対 して使用される こと [1 ト15] からも､ 薬物併用が
I
なされやすい薬物である｡ また ､ ゾニ サミ ドは ､ 体内動態が非線形性を示すこ とも報告
されてお り [63, 6 4] ､ 薬物併用による代謝レベル で の 相互作用により ､ 体内動態は大
きく影響を受ける可能性が考えられる ｡ ゾニ サミ ドの 多剤併用の 可能性および体内動態
の特性から考え ､ ヒト肝ミク ロ ゾ ー ムを用 い ､ 1
'
n v l
'
tT Oにおい て ゾニ サ ミ ドと他薬物と
の代謝レベ ル で の 薬物間相互作用を反応速度論的に解析し､ 1
'
n v l
'
tT Oデ - 夕か ら 1
･
n vz
･
v o
にお けるクリ アラ ンス の 変動の予測を行な っ た ｡
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策1節 ヒト肝ミ ク ロ ゾ - ムによるゾニ サミ ド代謝の 薬物相互作用
ゾニ サ ミ ド代謝に C Y P3A 4が他 の分子種に比較し選択的 ともい える程 の寄与率であ
る ことが発現系 の実験から明らかにな っ た こ とか ら､ こ の 反応に対する他薬物 の影響を､
ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い てゾニ サ ミド基質濃度 10CKLM (21.2LLg/m L) で検討した｡
まず､ ゾニ サ ミ ドは主 に難治性て んかんに対して用い られる こ とが多く ､ 抗て んかん
薬同志 の薬物併用がなされる場合がしばしば生じる ことか ら､ ゾニ サ ミ ドと併用される
こ との ある ､ 臨床上汎用され る抗て んかん薬の影響を検討した｡ さ らに､ 主 に C Y P3A
により代謝される薬物および C Y P3Aの 代表的阻害剤で ある アゾ - ル系薬物に つ い て検
討 した ｡
【結果 ･ 考察】
フ ェ ノバル ビタ ー ル ､ バル ブロ酸 ､ フ ェ ニ トイ ン , プリ ミ ドン各 1 m M にお い て 代謝
阻害は認められなか っ たが ､ カルバ マ ゼ ピン 1 m M で は 70 % の阻害が認められた
(Table7) ｡ ゾニ サ ミ ド100〃. M (21〟g/m L) に対 して ､ 1 0倍濃度の 1 m M フ ェ ノ
バル ビタ ー ル (23 2〟g/m L) ､ バルブロ酸 (252〝g/m L) , フ ェ ニ トイ ン (144〃.
g/m L) ､ プリ ミ ドン (218〃. g/m U は ､ 治療域で の 最高血中濃度の約3 - 1 2倍で あ
る ことか ら､ 臨床上 の相互作用 の 可能性は非常に低い もの と考えられた ｡ また ､ カル バ
マ ゼ ピンは C Y P3 A 4により主 にカルバ マ ゼ ピン -1 0,1 トエ ポキシ ドに代謝される [91]
こ とか ら､ 酵素の括抗によ る代謝阻害が生じたもぁと考えられるが ､ IC50は 500LLM
(118〃. g/mL) と治療域で の 最高血中濃度の約 10倍 で あり ､ カル バ マ ゼ ピ ンに よるゾ
ニ サミ ド代謝阻害の程度は強い とは言えな い と考えられた ｡
一 方 , カル バ マ ゼ ピンは臨床用量にお い て CY P3Aを誘導する [92, 93] こ とが知ら
れて おり , カルバ マ ゼ ピン の ゾニ サ ミド代謝 へ の影響は阻害と誘導の 両面に より生 じる
こ とが考えられ る ｡ カルバ マ ゼ ピンとゾニ サ ミ ドの併用か らカル バ マ ゼ ピンを減量する
につ れ , ゾニ サ ミ ド血中濃度が上昇した八木らの症例 [21] は ､ カルバ マ ゼ ピン による
酵素誘導に起因するも の と推察された ｡ したが っ て 臨床的には誘導の影響が阻害よりも
強く現れる と考えられる ｡
代謝に C Y P3A 4の 関与が知られ て い る薬物の ､ ゾニ サ ミ ド代謝 へ 及ぼす影響につ い
て検討した ところ ､ シク ロ ス ポリ ンA l〝 M ､ ケ トコ ナゾ - ル 4〃. M ､ ジ ヒ ドロ エ ル ゴ
タミ ン , トリ アゾラムで顕著な阻害が認められ ､ ジアゼパ ム ､ テル フ エ ナジ ン , エ リス
ロ マイ シ ン ､ リ ドカイ ンで中程度の 阻害が認められた (Fig. 2 6) Q
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そ こ で ､ ゾニ サ ミド代謝阻害の認められた薬物の 阻害強度をIC50に より比較するた
め, 阻害剤濃度の影響を検討 した (Fig. 2 7) o そ の結果､ ジヒ ドロ エ ルゴ夕ミ ン ､ シク
ロス ポリ ン A ;0.1LLM ､ ケ トコ ナゾ - ル ;0.1 5〟M ､ トリアゾラム ;12LLM であり ､
これ らの 阻害程度が強い こ とが確認されたo また ､ これ ら以外の薬物の IC50はジアゼ
パム お よびエ リ ス ロ マ イ シ ンで 100〝M ､ そ の他は 200〝M 以上で あ っ た ｡ C Y P3A 4
が代謝に関与する薬物にお い て もそ の 阻害の影響は必ずしも同じではない ことが示 され
た｡
l
さ らに､ 阻害定数 (Ki) を Dix o nPr ot で求めた (Fig. 2 8) とこ ろ ､ ジ ヒドロ エル ゴ
夕ミ ン ､ シク ロ スポリ ンA ､ ケトコ ナゾ - ル ､ イ トラ コナゾ - ルの Kiは約0.2〟Mと非
常に強い 阻害を示す ことが確認された (Table8) 0
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Tab一e 7 Effe ctofa ntトepilepticdrugs o nS M A P fo rm atio nfrom
zo nis a midein hu m a n)iver micr o s o m e s
Inhibiotor
SM A P for m atio n
(n mol/mg/m舌n)
Control
Phe n obarbita一(1 m M)
Valproic a cid(1 m M)
Phe nytoin(1 m M)
Primidone(1 mM)
Carbam az epin e(1 m M)
0.0 81±0.00 2
0.1 0 6± 0,0 0 3
0,0 7 0± 0-00 3
0IO7 7± 0.0 0 2
0.0 8 2±0,0 01
0.0 2 5± 0.0 04
Ea ch value repres e ntsthe m ean ofduplicate deter min atio n s.
Spe cific c onte ntof hum anliver micro s om e swa s0.3 8n m ol/mg.
- 62-
100
&
8 0
:a
U
(づ
T6 60
L
～
⊂
0
0
- ･
0 4 0
i
20
0
oq
G=i5
n
oS?x==:o=;i
h
o
9
Q
hS=i
”
l
Q
#
D
o
l
q::;
Q
#f=#:
Q
&
Q
q
=
:
Esp:?sl;o
Q
o
w
:
”:
Q
B
Q
Qi
:
=;a:9
b
4u
S
i;
b
so
6
:
s
;
b
O
nl=s
b
F
q:;QQ凍
Fig･ 2 6Effe cts ofv ariousdrugs o nS M A P fo rm ationinhum anlivermicr oso mes
Ea chv alue repre s e ntsthe m e a n of duplicatedete r mination s･ Co ntrolv alue w a s
0.i28n m oI/mg/min.
- 63-
Lq)
遵
⊂
‾
5
co 缶
長 旨
叫
⊂: O
E &
∽ ⊂:
○ 聖
篭芸
∈
葛篭
5 名
号墨書
L4
5 笛rB
賀 詠3
謬笛
L
Q)聖
≡5壱慧
･:*･喜
=
B葛
く⊃
⊂)
⊂)
T
I P -
(=)
⊂⊃
C O
⊂)
⊂⊃
( D
⊂)
⊂)
寸
⊂〉
⊂)
N
く⊃
⊂) ′ - ･ ･.､
望 芝
3_
ヽ ー
⊂) ;=
CO 0
～
(6
+
志 苫
q)
0
⊂:
等 8
L
O
⊂⊃ Itご
N J3
=
【=
⊂)
⊂)
r
班
⊂)
(
.0
⊂)
可
⊂)
C u
⊂)
⊂)
⊂)
q)
⊂:
⊂
畳量萱嘗萱
○ ⑳ 増 喝 <
⊂)⊂)
N
⊂)
寸
⊂)
(£)
⊂)
C OO
r
⊂)
～
T
■ ‾
≡
A
O
N
(匂
-=
ト
鞘
⊂)⊂)
N
⊂)
*
⊂)
(⊂)
⊂)
CO⊂)
r
⊂)
～
●
▼
■ ‾
q)
⊂
L
g
B 4)<
量
-
B喜
亡〕 :ゝ 0
⑳ < 歯
⊂)⊂) q ⊂) ⊂)⊂)
N ⊂) の (ロ 寸 N
r T
I -
1^!^!l〇甘10Jlu O 〇10 %
- 64-
200
150
CL
く亡
;100
ー
5 0
0
◎ z NS 50pM
血 z NS IOOpM
EBIzN S4OOpM
a
-0.5
4 0
3 0
a_
<
藁 20
▼■■‾
1 0
3 0
2 0
a_
<
:≡
g2
▼
‾
10
0
0.0 0.5 1.0
CycJo sporin A(LAM)
◎ z N$5 0pM
血 z NSI OOtlM
幽 z N S 40 0rlM
ー1 0 0 0 1 0 0 2 0 0 3 0 0 4 00 500
Ca rba m a z 8Pin e(pM)
⑳ zNS 50pM
A z NSIOOpM
飽 z N S4 00uM
･0.3 0 ･0.2 0 -0.10 -0.0 0 0.1 0
1tra con a zo[e(pM)
70
60
50
臥
< 4 0
芝
∽
> 3 0
2 0
1 0
0
◎ z N S 50pM
A z N S IOOtAM
個 zN S 40 0けM
-6 0 ･4 0 -2 0 0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0 1 20
Fh+co naz oLe(LLM)
CL
<
≡
SQ
T ‾‾
3 0 0
20 0
1 0 0
2 0
1 5
a.
く〔
$ 10
T -
◎ z NS 50pM
血 z N S IOOLLM
囲 zNS4 00uM
0
■
･2
1
0
50
1 2 0
1 0 0
8 0
CL
<
; 60
T
4 0
2 0
3 0
2 0
nq
<
≡
哩
▼■■
1 0
0
0 0 2 0 4 0 60 8 0 1 00 120
Triazola m(tLM)
◎
A
国
ZN S 5OpM
Z N S1 0 0LIM
Z N S 40 0tlM
-0.0 0.2 0,4 0.6 0.8 1.0 1.2
Dihydro ergotamine(pM)
◎ z NS 501州
Å z N S IOOpM
歯 z NS4 0EIM
ー0.0 0.2 0,4 0.6 0.8 1.0 1.2
Ketoc o n az ole(pM)
◎
A
国
ZN S 50トIM
Z N S100tLM
Z N S40 0pM
ー1. ･ 0.5 0. 0 0.5 1 .0
M jc on a zole(tLM)
Fig. 28Dixonplots anaJysis of S M A P-produ cing a ctivityfro m z o nis a mideinhu m a n
Liv e r micros omes
- 65-
第2節 1
'
n vl
'
tTO デ ー タから1
'
n vl
'
v oでの 相互作用 の発現の 予測
前節に お い て ､ 抗て んかん薬および C Y P3 Aが代謝に関与す る薬物の ゾニサミド代謝
に与える影響を 1
'
n vitTO にお い て検討した と こ ろ､ 薬物によりそ の 影響度は異なる こと
が明らか とな っ たo しか し､ あく まで 1
'
n v l
'
tTO で の 結果で あり ､ ヒ トで の 臨床使用にお
い て影響を与えるかどうかが問題となる ｡ しか し､ 倫理的な問題から相互作用の 臨床試
験を行う こ とは容易で はない o そ こで ､ ヒ ト肝ミク ロ ゾ - ムを用い た 1
'
n vl
'
tT Oの 実験か
ら得られた結果を基に､ ゾニ サ ミドと他薬物を臨床用量で併用した際に生じるゾニ サミ
ド代謝クリアランス へ の影響を予測する こ とを行っ た ｡
【仮定および反応速度式】
今回 の 予測は, 1) 併用薬の ゾニ サ ミ ド代謝阻害機序は競合阻害で ある こ と ､ 2) ゾニ
サ ミ ドは臨床用量範囲にお い て線形体内動態を示す こ と､ 3) 細胞内の代謝酵素近傍 の
薬物濃度は､ 血中の 非結合塾薬物濃度と等しい こと ､ 以上三 つ の仮定の元に行 っ た ｡
薬物代謝に関して併用薬 の競合阻害を俊定した場合の肝代謝固有クリアラ ンス
(C Lint) は ､ 一 般的に (1) 式で表せられるo [94]
C Lint - V m a x/ (Ⅰ包丁l(1＋Ⅰ/Ki)＋ C) ･ ･ - ･ - - - - - - - - - - - - I (1)
Km ､ V m a x､ Ⅰ､ Ki､ C はそれぞれゾニ サ ミ ド代謝の Micha elis 定数､ ゾニ サ ミ ドの
最大代謝速度､ 他薬物 (阻害薬) の濃度､ 他薬物の ゾニ サ ミ ド代謝に対す る 阻害定数､
ゾニ サ ミ ドの 膿度を表すo
I､ C は 1
'
n v l
'
v o に置 き換えて みる と細胞内の代謝酵素近傍の 薬物濃度で あるが ､ これ
を求める の は困難であるため､ 血 中の非結合型薬物濃度で仮定すると (1) 式は (2) 式
とな る ｡
C LiIlt - V m ax /(Km (1 ＋Iu/fG)＋ Cu) ･ 丁 - - - - - - - - - - - - (2)
Iu､ Cu はそ れぞれ他薬物､ ゾニ サ ミ ドの 血中非結合型薬物濃度を表す｡ K m >>Cu
で あると仮定する と ､ さ らに (3) 式となる ｡
C Lint - V m a x/Ⅰくゎ1(1＋Iu/Ki) - - ･l･ - - - - - - - - ･ - - ･ ･ - - - (3)
これ より ､ 薬物併用時の クリ アラ ンス の減少%は (4) 式となる ｡
D 甲r e a S edpe r centage ofpr edictedclea r a n c e(%) - 1 00- 100/(1 ＋Iu/Ki) -(4)
そ こ で ､ ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ - ム を用い た 1
'
n vl
'
tT Oの 代謝実験より併用薬物の Kiを実験
的に求めた o lqお よび文献情報本り得た Iu を用 い (4) 式よりクリアラン ス の 減少%
を算出した､｡
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【結果】
1
'
n vl
'
tT Oにお いて阻害程度の強か っ た薬物の臨床用量における相互作用の予測を行な
うために､ 各阻害剤の ゾニ サ ミド代謝 へ の 阻害定数 (氾) を実験的に求め (Fig. 2 8) ､
文献的に得た蛋白非結合率 (u) お よび臨床用量における阻害剤の最高血中非結合型濃
度 (Im a x) から (95- 102) ､ クリ アランス の 変動の指標となる 1/(1＋Imax/Ki) を
計算し､ Table8 に示 したo
実験的に求めた Kiは, シク ロ ス ポリ ン ､ ジヒ ドロ エ ルゴ夕ミ ン ､ アゾ - ル 系抗真菌
1
薬で あるケトコ ナゾ - ル ､ イ トラコ ナゾ - ル で は､ Kiは約 0.2LLM と非常に小さ い値で
あ っ た o 一 方 ､ アゾ - ル系抗真菌薬である フ ルコ ナゾ - ルで は ､ Kiは 61.4LLM で あ っ
た o さら に､ C Y P3A 4の 基質で あるカルバ マゼ ピン で は今回検討した薬物の中で最も大
きい Kiを示 した ｡
クリア ラ ンス の 変動の指標で ある 1/(1 ＋Im a x/Ki) の低から､ 併用薬物の臨床用畳
にお けるゾニ サミ ドクリ アラ ンス へ の 影響を予測した ところ (Table8) ､ ケ トコ ナゾ -
ル ､ シク ロ ス ポリ ン ､ ミ コ ナ ゾ - ルで は各31 %､ 23 %､ 17 %の 減少と推定された｡ フ
ルコ ナゾ - ルとカルバ マ ゼ ピンで は､ 約 5 - 6 %の減少と推定された. 一 方､ イトラコ
ナゾ - ル､ ジ ヒドロ エ ル ゴ夕ミ ン ､ トリアゾラムで はin vl･tT Oで は代謝阻害を示すもの
の ､ 1
'
n vl
'
vo で の クリ アランス へ の影響はほとんどない と予測された.
【考察】
今回の 予測から､ l
l
n vl
'
tT Oの 実験から阻害定数の 小さい つ まり薬物特性として は阻害
薬となりうる可能性の高い薬物におい て も､ 臨床用量の観点から考える と 1
'
n viv oにお
ける阻害程度は非常に小さく ､ 併用 による影響はほとんどない薬物があ る ことが明らか
とな っ た｡
今回の 予測は､ 代謝阻害機序は競合阻害で ある こ とを仮定して行 っ たが ､ 併用薬 の代
謝阻害機序が非競合阻害で ある場合は ､ K m は影響を受けず､ v m a xが 1/(1 ＋Iu/和)
倍に なる こ とか ら､ V m a x/K m で 示され る C unt は､ 結果的に (3) 式で表現で きる こ
とに なる . したが っ て ､ 非競合阻害にお い て も競合阻害の 場合 と同療に(1 ＋Iu/氾)に
影響を受ける ことが明らかで ある ｡
また ､ ゾニ サミ ドが非線形体内動態を示す場合にお い て は､
Cu>K m で ある こ とか ら､ Cu - a ･ K m ( か0) としたとき､ (2) 式は (5) 式となり ､
C Lint - V m a x/K m (a ＋ 1＋Iu/Ki) - - - -
.
･ ･ - - - - ･ ･ - - - - - - - (5)
(a＋1＋Iu/Ki)>(1＋Iu/Ki)で ある こ とか ら､ 非線形体内動態 の場合の方が ､ 線形体内
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動態のときよりも影響が大きく出てく る こととなる ｡ したがっ て ､ 線形動態を仮定した
今回の クリア ランス変化率よりもさらに大きい変化を生じる可能性がある ｡
また ､ 細胞内の代謝酵素近傍の薬物濃度は､ 血 中の 非結合型薬物濃度と等しい [94]
こ ととしたが ､ 肝内 へ の 薬物取り込みにつ い て は ､ 現時点でゾニ サ ミドの肝内取り込み
に輸送系の 関与の報告がな い こ とか ら､ 血 祭タ ンパ ク非結合型 の ゾニ サミ ドが拡散によ
り細胞内に移行するもの とした ｡ また ､ 併用薬につ いて も同様の機序を仮定したが ､ こ
れらにつ い て は ､ 臨床用量における肝内濃度を正しく評価する こ とが今後予測性を向上
させる上 で 必要と考えられる ｡
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第3節 小 括
ヒト肝ミ クロ ゾ ー ム を用 い た1
'
n vl
'
tTC)における代謝阻害実験から､ 1
'
n vl
'
v oで のクリア
ラ ンス の 変動の 予測を行い ､ 以下 の 知見を得た｡
1) ゾニ サ ミ ドと併用される こ との ある , 臨床上汎用され る抗て んか ん薬の影響を
1n v l
'
tT Oで検討したと ころ ､ フ エ ノバル ビタ - ル , バル ブロ酸 ､ フ エ ニ トイ ン ､ プリミ
ドンにお い て代謝阻害は認められなか っ たが ､ カルバ マヤピン で は代謝阻害が認められ
た ｡
2) 主 に C Y P3 A 4により代謝され る薬物および C Y P3A 4の 代表的阻害剤で あ る アゾ -
ル系薬物につ い て検討したと ころ ､ ジ ヒ ドロ エ ルゴタ ミ ン ､ シ ク ロ ス ポリ ンA ､ ケ トコ
ナゾ - ル ､ イ トラコ ナゾ - ル の Ki
■
は約 0.2LLM と非常に強 い 阻害を示す こ とが確認され
た ｡
3) 1
'
n vitT Oで の 阻害デ - 夕お よび文献情報をも と に l
'
n vlvo で の クリアラ ンス変動を
予測したと ころ､ Kiの 非常に小さく阻害程度の強い と考えられる薬剤にお い て もゾニ
サ ミ ド代謝クリアラ ンス変動を生じる場合は少な い こ とが明らかとな っ た ｡
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実験の部
試薬
カルバ マ ゼ ピン ､ シク ロ ス ポリ ンA､ ジヒ ドロ エ ル ゴタミ ンは ､ ノバルティ ス フ ァ ー
マ より ご供与頂いた ｡ パ ル プロ酸､ トリ アゾラム ､ テル フ エ ナ ジン ､ デキ ス トロ メトル
フ ァ ン ､ リ ドカイ ン は､ それぞれ ､ 協和醗酵､ フ ァル マ シ ア ･ アッ プジ ョ ン ､ 日本 へ キ
ス ト ｡ マ リ オン ･ ルセル ､ 塩野義製薬､ アス トラジャ パ ンか ら ご供与頂いた ｡
l
ケ トコ ナゾ - ル ､･ イ トラコ ナゾ - ルはヤ ンセ ン協和より ､ ミ コ ナゾ - ルは持田製薬よ
り､ フル コ ナゾ - ルは フ ァイザ - 製薬 より ご供与頂い た o
そ の 他 の 試薬につ い て は ､ 第1章お よび策2章に記したの と同様である｡
ヒ ト肝お よび ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム 調製法
第 2章に記した ｡
タンパ ク定量および Cytochr o me P450含量 の 測定
第1章に記した方法 と同様に行 っ た ｡
SMA P生成活性
ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い る他は ､ 基本的な反応溶液 (全量1 m L) の 組成は､ ゾニ
サ ミ ド漉度を 100LLM にした以外は第 1章の方法と 同様で あるが､ ツ ン ベ ルグ管の代り
にキャ ッ プ付き試験管に反応液を作成し､ 試験管内にアルゴンガス を封入した ｡ 37℃で
5分間プレイ ンキ ュ ベ - 卜した N A D P H一 生成系 の 添加により反応を開始した . 20分の
反応 の後､ ジク ロ ロ メタ ン 7 m L を試験管に加える ことにより反応を停止させた ｡ 内部
標準物質 として 0.5 m g/m L プロ ム ワ レリル尿素メタノ ー ル溶液 100〃.L を添加した後､
10分間振塗しジク ロ ロ メタ ン に抽出し`た ｡ 1,600× g で 10分間遠心分離した後､ 有機
層を分取 し, ロ ⊥ タリ - エ バボレ - タ - で有機層を減圧留去後､ 残液をメ タノ - ル 100
〟 L に溶解し H P L Cにイ ン ジ ェ ク 卜した ｡
H P L Cによる S M A Pの 定量条件
ポンプ;dual-de止very pu m p (H m C HIL- 6000)
検出器 ;UV abs orbanc edete cto r(H m CHIL- 4200)
レコ ー ダ ー ; chr o mato -integr ator (H IT A C H I D-2500)
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カラム ;Ine rtsil O D S- 2 c olu m n(pa rticle size5〃. m , 4.6 Ⅹ 2 50 m m, G L Scie n c e)
カラム温度;35℃
移動相 ;0.1 M リ ン酸カリウム緩衝液(pH 4.0): アセトニ トリル : 2 - プロ/toノ - ル
(150:30:4､ Ⅴ/v)
流速 ;0.9 mL/min
検出波長 ;260n m
内部標準物質 ;プロ ム ワ レリル尿素
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総 括
1) ゾニ サ ミ ドを基質とした 1
'
n vl
'
tTO の 反応系 で生成する主代謝物である S M APの
HP LC での 定量を可能とした ｡
2) ゾニ サ ミ ドはラ ッ トおよび ヒト肝ミ ク ロ ゾ ー ム画分の N A D PH を電子供与体とす
る酵素により嫌気的および好気的条件下におい て還元的に S M A Pに代謝される こと ､
(
さ らに､ この 代謝には C Y P3A に属する分子種が関与して い る ことを明らかとした o
3) ヒトにお い て は C Y P 3A 4の みな らず､ c yp 2C 19および C Y P3A5 も還元活性を有
するが ､ V m ax/K m の 比較か ら C Y P3A 4の選択性が非常に高い ことが明らかとな っ た｡
4) ゾニ サ ミドの還元的S M A P生成反応に対し ､ 酸素は非括抗阻害を示す こと､ さ ら
にゾニ サミドの還元的代謝は､ b5 由来 の第2電子を必要とせず､ 第1電子 で還元され
て い る と考えられた｡
5) ゾニ サミ ドと併用され る こと の ある ､ 臨床上汎 用され る抗て んかん薬 の影響を
1
'
n v l
'
tr･0で検討 した と ころ ､ フ ェ ノバ ル ビタ ー ル ､ パル プロ酸 ､ フ ェ ニ トイ ン､ プリ ミ
ドン にお い て 代謝阻害は認められなか っ た ｡ また ､ カルバ マゼ ピンは代謝阻害を生じる
も の の ､ C W 3A 4 の誘導による影響が阻害の影響より大きい と考えられた.
6) 主 にC Y P3A 4により代謝され る薬物およびC W 3A 4の 代表的阻害剤で あるアゾ -
ル系薬物につ いて1
'
n vltT Oでの 阻害デ ー タお よび文献情報をもとに 1
'
n v l
'
v oでめクリア
ラ ンス変動を予測したとこ ろ ､ ケトコ ナゾ - ル ､ シ ク ロス ポリ ンA ､ ミ コ ナ ゾ - ルで最
大約20 - 3 0 %の クリ アラ ンス の減少を生じ ､ 他の Kiの 非常に小さく阻害程度の 強い と
考えられ る薬剤にお い て はゾニ サ ミ ド代謝クリ ア ランス変動を生じる ことは少な い と考
えられた｡
多剤併用がなされる こ と の 多い 臨床にお い て ､ 薬物相互作用を回避す る こ とは薬剤師
の果たす べ き役割の 一 つ で あ る ｡ 薬物相耳作用に関する情報を文献検索する と ､ 多く の
相互作用ポジティ ブな結果が検索に掛か っ て くる ｡ しかし ､ 特定の薬剤で相互作用 の情
●
報を検索した場合､ 情報が得られな い場合も多く生じ る ｡ これを､ 相互作用を生じな い
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と解釈で き る とは限らな い ｡ こ の ような時､ 既存の 情報を利用 し､ 薬物相互作用 を予測
する ことが必要とな っ て く る o 本研究で は , ラ ッ トお よび ヒ ト肝ミク ロ ゾ - ム さ らに発
現ヒ ト P 450を用い ､ ゾニ サ ミ ド代謝に関与す る酵素の同定を行い ､ さ らに ､ ヒ ト肝ミ
ク ロ ゾ - ム を用 いた 1
'
n v l
'
tT Oで の 阻害デ - 夕か ら 1
'
n vl
'
v oで の 代謝クリアラ ンス変動の
予測 つ まり薬物相互作用発現 の予 測 を行 っ たも の で ある ｡ 疾患 の 特性からゾニ サ ミ ドは
長期服用され ､ また体内動態で はゾニ サ ミ ドの非線形体内動態という特徴があるo それ
ゆえ ､ 本研究の薬物相互作用 の 予測は臨床におい て有意義な ことで あると考える ｡
- 74: -
参考文献
1. GastautH, W II O国際て んか ん用語委員会共編 : 和田豊治訳､ て んかん事曲､ 金原
出版 ( 東京)､ 1974
2. 細川 滑 ､ 久郷敏明共著 : て んかん の 合理的薬物治療､ 新興医学出版 (東京),
1987
3. Co m mission o n cla ssification andte r minolog yof ILA E:Pr oposalfor revis ed
clinic alandele ctr o e n cephalogr aphic cla sification ofepileptic seizu r es. Fro mthe
Co m missio n o nCla s s氾c atio nandTermin olog yof thelnte rn atio n al Le ague
Against Epilepsy. Epilepsia., 2 2, 4 89-5 01, 1 981
4. Co m missio n on classific atio n a ndterminolog yof IL A E:Proposalfor
classific ation ofepilepsies a nd epileptic syndrome s. Com mis sion on Classific atio n
a ndTerminolog yoftheInternationalLeagu eAgain st Epilepsy. Epilepsia., 2 6,
2 68-2 78, 1 985
5. Riv aR, Alba rdF, Co ntin M and Bar uz zi A:P ha r m a c okineticinte ractions
betw e en antiepileptic dr ugs. Clin c alc o n sider atio n s. Clin . P ha m a c okin et. , 3 1,
4 70- 4 93, 1 996
6. Reife R A:Ass e s sing pba m a c okinetic a ndpha r m a codyn a micinter a ctio n sin
clinic altrials of antiepilepticdrugs. A dv . Ne urol. , 76, 9 5-L OB, 1998
7. Spina E and Pe r u c c aE: Clirdc alsigrdfic a n c e ofpha m a c okin eticinte r a ctio n s
betw e en antiepileptic a nd psychotr opicdr ugs. Epilepsia. 4 3 Sup pl. 2, 3 7
-44.
2002
8. 中村 均 ､ 大森 栄､ 北田光 一 ､ 望田 篤 : 医薬品相互作用の 防止とそ の対策 J )
リブジン事件が薬剤師に与えた教訓 - . J. To xico1. S°i., 1 9, Aロp. 8 9-9 3, 1 994
- 75-
9. 厚 生省薬務局安全課 : テル フ エ ナジン錠 (商品名: トリルダン) の適正使用 . 緊急
安全性情報 No ｡9 6- 6, 1 996
10. U n oH and Kurokaw aM:Studies o n 3- substituted1,2- be n zis ox a z ole
deriv ative. V I: synthesis of3
-(sulf am oylmethyl)-i,2- ben zis o x a z ole a ndtheir
anticon vulsanta ctivities. ∫. Med. C he m. 2 2, 1 80- 1 83, 1 979
ll. Ra msay RE, Wilde rBJ, SackellaresJC, Brow ne T, Gute ma nA, Barn esD,
Mathew sJ, Be r e nt S, Dono打ioP D, Abo u- KhanB a nd WagerJ G:Multic ehter
study on the efficacy ofzonis a mideinthetre atm entof m edic allyr efracto ry
c omplex partic als eizu r e s. Epilepsia, 2 5, 6 73, 19 84
1 2. Sa ckella r e sJ C
,
Do n ofrio P D
,
WagnerJ G, A bo u
- K h al1 B
,
Be rentSand
Aasv ed- HoytK:Pilotstudy ofzo nisami de(i,2-benzis oxazole - 3-
m etha nesulfo n a mide)in patie nt with refra ctorypartials eizure s. Epilepsia, 26,
2 06-2 11, 1 985
13. W ile n sky AJ, Friel P N, Ojem an n L M, D odrill C B, McCormick K Ba nd Levy R H:
Zo nis a midein epilepsy: apilotstudy. Epilepsia, 2 6, 2 12
- 2 20, 1985
14. On oT, Yagi Ka nd Sein oM: Clin c aleffic a cy a nds afety ofa n e w a ntトepileptic
drug, zonisa mide;a multトin stitution alphas ethre e study.
Clin . Psychiat.(inJapa n e a s e), 3 0, 4 7 ト482, 1 988
15. S huto H
,
Sugim oto T, Yasuha raA, Hat an aka T, W o oM , Mur ak amiK, Araki A
a nd Kobaya shi Y:Effic a cy ofzonisamidein childr en withrefracto ry partial
seizu res. Curr. T her. Res. , 4=5, 10,3 1-1 036, 1989
16. Peters D HandSorkin E M:Zo nisa mide. A r e vie w of its pha m a c odyna mic and
･phar m a c okineticproperties, andthe rape uticpote ntialin epilepsy. Drugs , 45,
7 60- 8 7, 1 993
- 76-
17･ 緒方 明 ､ 沼 日陽市､ 宮本憲司朗､ 宮川太平 : 新抗て んかん薬 zonis a mide .による
て んかん治療 (第三相試験) - 単剤治療と多剤治療 - . 精神科治療学､ 2, 4 33-4 39, 1 987
18･ Ku magai N,Seki T, Ya m aw aki H, Suzuki N, Ki miya S, Ya m ada T, Ha ra M,㌔
Ha shim oto R, Taku m aY a nd Hirai K:Mo n othe r ap yfor childho odepilepsies with
z onis amide. Jpn . ∫. Psychiatry. Ne u r o1. , 4 5, 3 57-3 59,.19 91
19･ 八木和 一 ､ 関 亨 : ゾニ サミ ドの世界､ 著効100症例集､ 創造出版 ( 東京)1994
20･ C)3e m an nLM, S ha stri R A, W ilensky ” , FrielP N, Levy R H, McLe anJ Rand
Buchanan R A:Comparativepha - a cokineticsofz onisa mide(C ト912)in epileptic
patients on carbam a z epin eorpheny亡oin mon othe r apy. T her ap. Dr ug Mo nit. , 8:
293- 2 96
,
1986
21･ 八木和 一 ､ 清野 昌 一 ､ 三原忠紘 ､ 鳥取孝安､ 沼 田陽市､ 辻 正保､ 井上有史､ 工藤
達也 ､ 渡辺裕貴､ 村中秀樹 : 新規抗て んかん薬ゾニ サミ ド (zo nis a mide, ZN A) の 臨床
第二相試験 . 精神医学､ 29, 11 ト119, 1 987
22･ 福島克之 ､ 八木和 一 ､ 清野 昌 ⊥ ､ 藤原建樹､ 渡辺雅子 ､
ー
村中秀樹､ 工藤達也 ､ 岡
部 稔､ 大谷和正 ､ 寺内 昇､ 沼 田陽市 : 小児 て んか ん患者に行 っ た新規抗て んかん薬
ゾニ サ ミ ド (zonis a mide, ZN A) の 臨床第二 相試験 . 小児科臨床､ 40, 3 389-3 397,
1 987
23･ 香坂雅子 ､ 角 哲雄､ 千葉達雄､ 田中 哲､ 森 直樹､ 福島順子 ､ 山下 格､ 山内
俊雄 : 難治て んか んに対する Zo rds ami de 長期投与の効果 . 臨床医薬､ 3, 1 343- 1352,
1 987
24･ 田川哲 三 ､ 三牧孝至 ､ 首藤寛子 ､ 杉本健郎､ 松岡 収 ､ 村田良輔､ 一 色 玄､ 小林
陽之助､ 薮内百治 :Zo nis a mide (AD -810) による小児て んか んの治療 - 治療効果 と血
中濃度 - . 小児科診療､ 3, 539-5 43, 1988
25･ M im aki T, Sugim oto T, M u r ata Ra nd Min oM:The r apeuticdr ug m o nito ring of
- 77-
ser um z o nisa midelevelsin thetreatm e nt ofpatients with refr a cto ry s eizu res.
Jpn .J. T herap. Drug Monit. , 7:2 08
-2 14=, 1 990
26. 樋 口輝彦､ 五十嵐良雄､ 渡辺義文､ 山内俊雄 : 新し い抗て んか ん薬 Zo nis a mide
(A D- 8 10) の 臨床使用経験 . 臨床医薬､ 3, 7 1 ト720, 1 987
27. 吉田耕治､ 松本堅志､ 景本 昭 ､ 荒河 敏､ 宮崎 亀 :T L C/SIM Sによる
zo nis a mide の ラ ッ ト尿中代謝物の同定 . 薬物動態､ 4, 4 03-4 09, 19 89
28. 松本堅志､ 吉田新治､ 藤井敏彦､ 古川 日出男､ 宮崎 亀､ 橋本昌久 :[14 C]
Zo nis amide の ラ ッ ト､ イ ヌ ､ サ ル における代謝 . 薬物動態､ 4, 41 ト418, 1989
29. StiffDD and Zem aitis MA: Metabolis m ofthe a ntico nv 山sa nt agent
z o nis a midein the r at. Drug Metab. Dispo s., 1 8, 8 88
-8 94, 1 990
30. Kitada M ,Igarashi T, Ka m ataki Ta nd Kitaga w aH:Cause ofdec re as e of
ethylm orphin eN - de m ethyla se a ctivity oflipidpero3d dationin micr o s o m esfr om
the rat, guin e apig andr abbit.Jpn .J. P har ma c ol. , 27, 4 8 ト489, 1 977
3 1. Gu engerich FP: Hu man cyto chr o m eP 450en顎乃TleS,in Cyto chro m eP 450
-
structur e, Mechanis m a nd Bio che mistry,(P R Ortizde Mo ntellano . ed.), ?nd ed. ,
Plenu m Pr ess, New York, p p473-5 35, 1 995
32. Baldwin SJ, Blo om erJ C, Smith GJ, Ayrton A D, ClarkeS Eand CheneryRT:
Keto c o n a zole ands ulphaphenaz ole a stherespective s ele ctiveinhibito r s of
P4503Aand 2 C 9. Xenobiotic a, 25, 261-2 70, 1 995
33. Gigo nP L, Gr am T Ea nd GilletteJR:Effe ct of dr ug s ubstrates o nthe
r eductio nof hepatic mic r o so m alcyto chr o m eP
- 450 by N A D P H. Bio chem .
･Biophys. Re s. Co m mun . , 3 1,5 5 8
- 5 62
,
1 968
34. S hargel L, Mazel P:Influ e nce of 2,4
- dichlo r o- 6- phen o xyethlamine(D P E A)
- 78-
a nd b-diethyla min oethyldiphe nylpr oIP yla c etate(S K F-5 25 A)o nhepatic
mic r o so m ala z o reductas ea ctivityfro m phenobarbitalor3- m ethylchola nthrene
inducedr ats. Bio chem . Pharm ac o1. , 2 1, 6 9-7 5, 1972
35･ Su ndseth S S, A lbertaJAand Wax man DJ:Sex - specific, gr o wth horm on e-
regulatedtra n sc riptio n ofthe cyto chro meP450 2C lland 2 C 12genes. J. Biol.
C he m. , 2 6 7, 3 907-3 914, 1 992
36･ Ge mzik B
,
Gr een way D, NevinsC and Parkins on A:Regulatio n oftw ･o
l
electr opho r etic allydistin ctprotein s recognized by antibodyagain st ratliver
cytochr o meP 450 3Al.J. Bio chem . To xic o1
リ
7
,
4 3-52, 1 992
37･ W a m a nD Jand Azaroff L:Phenoba rbitalindu ctio n ofcyto chro m efL450
gene expressio n. Bio che m.∫., 2 8 1, 5 77-5 92, 1 992
38･ SI心m ada M , Mu r aya m aN, Y am auchi K, Ya m a z oeY an°Kato R:Sup pre s sio nin
the expr e sio nofa male - specific cyto chr o meP450, P4=50- m ale: Differen cein the
effectofchemic alindu cer s o nP 450- m ale mRNA a ndpr oteinin ratlive rs. Arch.
Bioche m. Biophys. , 2 7 0, 578-5 87, 1989
39･ Pessayre D, Des c atorie V, Ko nstantin o va- M itcheva M, Wa nds che erJ C,
Cobert B, Level R, Be nha mouJP,Ja ou e nM and Mans uy D:Selfinductio nby
triacetylole ando mycin ofits ow ntransfo m atio ninto a m etabolitefo rming a
stable456n m - abs orbing c omplex
'
with cyto chr o mefL450. Bio chem . P ha r m a c o1.,
3 0, 553- 558, 1 981
40. Delafo rge M ,Ja o u e nM a nd Ma n s uy D: Du aleffe cts of m a crolide a ntibiotic s
o n r atliv e r cytochr o meP -450. Induction a nd form atio n of metabolite - c o mplex:A
structu r e- activity relatio n ship. Bio che m. P har m a c o1. , 3 2, 2309- 2318, 1983
4=1. Bodenha m A, S helly M Pa nd Pa rk G R:The alte r edpha rma c okin etic s a nd
pha r m acodynamic sofdr ugs c o m m only used in c riticallyillpatie nts. Clin .
- 79-
Pharm a c okin et. , 1 4, 3 47-3 73, 1988
42. Shelly M P, ParkG Rand Me ndel L:Failu r e ofcritic allyillpatie ntsto m etabolise
midazolam . & a esthe sia, 4 2, 6 19- 6 26, 1 987
43･ Jo n e sD P
,
Aw TYa ndS ha mX:Dr ug m etabolis m andtoxicitydu ringhy poxia.
Dr ug Metab. Re v. , 20, 2 47- 2 60, 1 989
44. du So uich P
, Co urteau H, Kobu s ch A B, Dalka r aA Ba nd Ong H:E
･
ffe ct of
hypo xia o nthe cyto chro m eP- 4 50a ndthe opbyline m etabo正sm . Eu r. ∫.
P ha rm a c ol.
,
183
,
2122- 1 23, 1 990
45･ Sipe sIG, Ga ndolfi A T, PohlL R, K dshn aG and Bro w nB R Jr.: Co mpa ris on of
thebiotransfo r mation and hepatoto xicity of halothane and de uter ated
h alotha ne.J. P ha rm a c o1. Exp. T her. , 2 1 4, 716-7 20, 1 980
46. Takaha r aE, O hta Sa nd Hirobe M:Effect ofo xyge nc o n c entratio non the
m etabolicpathw ay ofa nisolein r atliver micros om es. Bio chem . P harm a c o1., 3 5,
541-5 44, 1 986
47. O hi H, Takaha r aE, O hta S a nd Hir obe M:Effe cts ofo xy ge n con centr atio n o n
the metabolis m ofa nisoleho m ologu esbyratliver micr o so mes. Xen obiotic a, 2 2,
1 329-1 337, 1 992
48. 小西磨己 , 森田邦彦､ 小野 彪 ､ 島川沿巳 : 肝ミ ク ロ ソ - ムの 酸化的薬物代謝酵素
系に対する抗て んかん薬 Zo nis amide の影響. 薬剤学､ 50, 323-3 28, 1 990
49. Kitada M
,
Ka matakiT an°Kitag
･
a wa H:N A D H- synergism of N A D P H-
depe nde nt0 -de alkylatio n ofty peIIc o mpo u nds-, p
-
anisidine a ndp - phe n etidin e,
Iin ratliv er mic r o s o me s. Ar ch. Bio chem . BiopIⅣ s., 178,1 5 ト157, 197 7
50. Lo wry､O H, Ros ebrough NJ, FarrA La nd Ra ndall RJ:Protein m eas u r em e nt
- 80-
withthe Ft,1in phe nolre agent･ J･ Biol･ C hem ., 19 3, 265-2 75, 1951
51･ Om ur aT and Sato R:T he c a rbo n m o n o xidel⊃inding pigm entofliver
micro s o me s･ Ⅰ･ Evide n ceforitshe m opr otein n ature.∫. Biol. C he m ‥ 2 39,
2370 -23 78, 1 964
52･ Lae mmli U K:Cle a v age ofstr u ctu r alpr otein sdu ringthe a s s e mbly ofthe
l
headofbacte riophage T4. Natu r e, 2 27, 680- 685, 1970
53･ Gu e nge rich FP, Wa ngP a nd Da vids on N K:Estim ation ofiso顎汀 ne SOf
micro s o m alcyto chro m eP- 450 inr ats, r abbits, a ndhu m a n su singim m u n o-
che mic alstaining c oupled with s odiu m dode cyls ulfatel ∋01ya crylamide gel
electropho r e si . Bioche mistry, 2 1, 1 698-1 706, 1982
54･ Engla nderS W, Calho u nDB a nd Englande r〟:Bio che mistry witho uto xy ge n.
An al. Bioche m. , 161,3 00-3 06, 1 987
55･ Ry an DE, T ho ma sP E, Ko rzenio w ski Dand Levin W:Sepa r atio nand
cha ra cterizatio nofhighly pu rifi
-
edform s oflive rmicr o s om alcyto chr om efL450
fro m r atstr e ated withpolyc山orin ated biphenyls, phenoba rbitaland
3- m ethylchola nthren e. J. Bio1. C hem ., 254, 1 365-1 374, 1 979
56. K am ataki T, Maeda K, Y am az oe Y, NagaiT and Kato R:Sex differ e nce of
cytochro m efL450 inthe r at:purificatio n char acterizatio n, andqu a ntitation of
co n stitutivefo rm s ofcyto chr om占P-4 50 fro mliver mic r o s o mes of male and
fe m ale r ats. Ar ch. Bio che m. Biophys. ,.2 25, 758
- 770, 1 983
57･ Ko m ori M
, Ha shiz um e T, O hi H, M iur aT, K itada M, Naga shim aK a nd
K am ataki T: Cytochr o m efL4 50 in h um a nliver mic r oso mes:highpe rfo r man c e
liquidchr o m atogr aphicis olatio n ofthr eefo r m sandtheir chara cte riz atio n, J.
Bio che m.(Tokyo), 1 04, 9 12-9 16, 1988
- 8 1-
58. Yas uko chiY a nd Ma ster sB SS:So m epr ope rties ofa dete rge nt- s olubilized
N A D P H- cyto chro me c(cyto chr o m eP-4=50)r edu ctase purified bybiospecific
chr o m atogr aphy.J. Biol. Che m. , 25l,5 337-5 344, 1976
59. Kitada M
,
Saka moto K , Rikihis aT a nd Ka n akubo Y:T heinte r a ction betw een
tw ofo r ms ofcyto chr o m eP -4 50du ringdr ug oxidationin the re constituted
syste m containinglimitedam ount of N A D P H- cytochro meP -4 50reducta se.
Biochem . P ha r ma c ol. , 33, 3 971-3 976, 1 984
60｡ O hm ori S;S hir aka w aC, Motohashi K, Yo shida H , A be H , Nakam u ra T, Ho rie
T, Kitagaw a H, Asa oka K, 拙ki出s aT, K an akubo Y a nd Kitada M , 1 993:Purific ation
fro mlive rmic r oso mesfro m u ntre ated cyn o m olgus m o nkeys ofcyto chr o meP450
clo sely relatedtohum an cyto chro me P4502B 6. Mo1. P ha r m a c o1. , 43, 183-1 90,
1 993
61･ Ka m ataki T, Belche rDH , a nd Neal R A:Studie softhe m etabolis m of diethyl
p - nitrophe nylphospho r othio nate(parathio n)a nd be nzpheta mine u sing an
ap pare ntly ho moge n eou sprepa ratio nofr atliver cyto chro m eP -450: effe ct ofa
cyto chr om eP -450antibody pr eparatio n. Mo1. P harm a c olり 12, 9 2 ト932, 1 976
62. Kitada M
,
nato T
, O hm oriS, K am ataki T,Itaha shiK , Guenge rich FP, Rikihis a
T an° K anakubo Y:hn m uno che mic alchara cte rizatio nandto Eic ological
signific a n c e of P
-4 50H FLbpurifiedfro m h um a nfetal 1iv e r s. Bio chim . Biophys.
Acta, 1117, 3 01-3 05, 1 992
63. W agn erJG, Sa ckellar e sJ C, Do n ofhoPD , Bere ntS a nd Sakm arE:Nonlinea r
pha r mac okinetic sof C ト912 in ad1山 epileptic patients. ¶ユerap. Drug Mo nitり 6:
277-2 83, 1 984
･ 6 4. 西 口工 司 ､ 大西憲明､ 岩川精吾､ 奥村勝彦､ 八木次朗､ 中山慎 一 ､ 高田 哲 ､ 中村
肇 : ゾニ サ ミドの体内動態 : 難治性てんかん患者における検討 . T D M研究､ 7,
1 73-1 78, 1 990
- 8 2-
65･ Lud den T M:Nonlin earpha r m a cokin etic s : clinicallmplic atio n s. Clin .
P har m a c okin et.
,
20, 4 29-4 6, 1 91
66･ S him adaT
, Mim ura M,In o ueK, Naka mu ra S, O da H, 0Ⅰ皿 Ori Sand Ya m az aki
H: Cyto chr o meP450-dependent drug oxidatio n activitiesinliver mic r o so m es of
v ariou s a nim alspeciesincludingrats, 如 n e apigfs, dogs, m o nkeys, a nd hu m an s.
A r ch. Tbxic o1.
,
71
,
40 ト408, 1 997
67･ Gu engerichFP, Dan n a nG A, W rightST, Ma rtin MV a ndKaminsky LS:
Purific atio n and cha ra cteriz atio n ofliver micro s o malcyto chr omeP -450:
electropho retic, spectral, c atalytic, a nd im m u n o chemicalproperties and
inducibility ofeightisozy m e sisolated fro m r atstre ated withphenoba rbitalo r
beta- naphthofla vone･ Bio chemistry, 21, 6 019-6 030, 1 982
68･ Ryan D Eand Levin W: nlriac ation andcha ra cte rization ofhepatic micto s o m al
cytochr o meP-450･ Par m aco1･ Rev ., 4 5, 1 53-239, 1990
69･ Maenpa aJ･ Pelko n en 0, Cre steil TandRa neA:T he r ole ofcyto chr o m eP 450
3 A(C Y P3A)is ofor m(s)in oxidAtive m etabolism ofte stosteron e and
be n zpheta minein h um an adultand fetalliver･ J･ Steroid Bio che m. , 44, 6 ト67,
1 993
70･ O hm oriS, TakedaS, 把kihisaT, 氾 u chi M, Ka nakubo Y and Kitada M:Studies
o ncytochro m eP450r espo n siblefor o xidative m etabolis m of i mipr aminein
hu m a nlive rmic ro s o me s. Bio1. Pha m . Bull. , 1 6, 5 7 ト575, 1993
71･ W a x m a nD J
, A亡tis a n oC, Gu e nge rich FPa nd Lape n s o nDP:Hu m a nliv e r
micros o malster oidm etabolism;identific ation ofthe m ajor mic r oso m alste roid
ho r m o ne6beta - hydroxylase cytochr om eP-4 50en 町ITle . Ar ch. Bio che m.
Biophys., 263, 4 24-4 36, 1 988
72･ TaniguchiH,Im ai Ya nd Sato R:Role ofthe ele ctr o ntr an sfe r syste min
- 83-
micro s om al dr ug m o n o o xy ge n a se r eactio n c atalyzed by cyto chro meP-4 50. Arch.
Bio chem . Biophys. , 2 32,5 85- 5 96, 1 984
73. Eberha rtD Ca nd Parkinson A:Cytochro meP 450 IILA1(P450p)r equir es
cyto chr o meb5a ndphospholipidwith un s atur ated fatty a cids｡ Arch. Bio chem .
Biophys., 2 91, 23 ト240, 1991
74･ Y am az aki H, Nakano M,Im ai Y, UengY F, Gue ng9rich FPa nd Shim ada T:
Roles ofcyto chro m eb5 inthe o xidation ofte stoste r one and nifedipineby
rec o mbin a nt cyto chr o m eP 450 3 A 4a nd by hu m anliver mic r o s o m es.
Ar ch. Bio che m. Biophys. , 3 25, 174-1 82, 1 996
75. Pichard L
,
FabreI, Fabr eG, Do m ergueJ, SaintAube rtB, Mo u r ad Ga nd
Mau r elP:Cyclosporin A drugintera ctio n s. Sc re eningfo rindu c e rs a ndinhibitors
ofcyto chr o m eP- 4 50(cyclo sporin A o xida s e)in prim a ry c ultures of hum a n
hepatocytes a nd inlive rmic r o s o m es. Drug Metab. Dispo s. , 1 8, 5 95-60 6, 1 990
76. Ga sc o nM Pa nd Daye rP:In vitr ofo re casting of drugs which m ayinterfer e
withthebiotra nsfo m ation of midazola m. Eu r. ∫. Clin . P ha m a c o1. 4 1, 5 73-5 78,
1 991
77. On oS
,
Hata n aka T
,
M iya z a w aS, Tsuts ui M, Aoyam aT, Gon z alezFJandSatoh
T: H um a nliver mic r o s o m aldia z ep am m etabolis m using CD N A- e耳PreSSed
cyto chr o m eP 450s: r ole of CY P2 B 6, 2 C19 a ndthe3Asubfamily . Xe n obiotic a, 26,
1 155-1 1 66
,
1 96
78. GorskiJC
,
Jo n e sD R
,
Wrighton SA and Hall S D: C har a cteriz atio n of
dextro methorpha nN
- de metbylation byhu m an 止ver micros om e s :Co ntribution
ofth?cyto chr o m eP 450 3A(C Y P3A)subfa mily:Bio chem . P harm a c ol., 4 8,
1 73- 1 82, 1 994
79. Aoyama T, Y am an oS, W a 皿 an DJ,IAPe nSOn DP, MeyerU A, FischerV ,
- 84-
Tynd ale 良,In aba T, Kalo w W , Gelboin H Va nd Gonz alezFJ:Cyto chr o m e‡L4 50
h P C N 3, a no v elcytochr o me P-4 50 ⅠⅠIAgene product thatisdiffere ntialy
expr ess ed in adulthum an liver. ∫. Biol. Che m. , 2 64, 10388-10395, 1 989
80. Wrighton S A, Bria nW R, Sari MrA,Iw a s aki M, Gu e ngerich FP, RaucyJL,
Molo wa D Tand Vandenbranden M:Studie so nthe expre s sion and m etabolic
capabilitiesof hum a nliv er cyto chr o m eP 450ⅠⅠIA 5(H Lp3). Mol. Pharm a c ol. , 3 8,
2 0 7-2 13, 1990
1
-
81. Aoya m aT, Ya ma n oS, Guzelia nP S, Gelboin H V, and Gonz alezF J.
･ Fiv e of 12
forms ofva c cinia viru s- expre sed hu m an hepatic cytochro m eP450m etabolically
a ctiv e aflatoxin B l. Pr o c. Natl. Acad. Sci. U SA, 8 7, 4790- 4793,1 990
82. Go n zalezFJ
,
Aoya maT. Gelboin HV:Expr es sio nof m amm alia ncytochro m e
P 450u sing v a c cinia virus. MethodsEn zy m ol. , 20 6, 8 5-9 2, 1991
83. On oS, Ts uts ui M, Go n z alezFJ, Satoh T, Ma s ubuchi Y, Ho rieT, Suzuki Ta nd
Na rim atsu S;Oxidative m etabo止s m ofbu rdtrolol by co mple m entaryD N A∵
e xpres s ed hu m a n cyto chro me P450 is ozym e sin ahum an hepato m a c ellline(Hep
G 2)usingr e c o mbin a ntvacciniavir u s. P ha rm a coge n etic s, 5, 9 7-1 02, 1995
84. Im ai Y,Ito A, and SatoR:Evide ncefo rbiochemicalydiffer ent ty pe s of
v e sicle sin hepatic mic ro s om al fr action . ∫. Biocbem . 恥kyo) , 60, 4 17- 428, 1966
85. Na sh T: Colo rim etric e stimatio n of for m aldehydeby m ea n s ofthe Ho nts ch
r e a ctio n. Biothe m . J. , 5 5, 4 16
- 421･
,
1 953
86. Hayashi S, No shir oM and O kuda K:Isolation ofa cyto chro m eP-4 50that
c atalyzesthe25
-hydr o xylatio n ofvita min D3fro m ratliv e r mic r o s o mes. J.
Bio che m.(Tokyo), 9 9, 1 753- 1763, 1 986
87. S him ada T, M is o n oK Sand Gu e nge rich FP:Hu ma nliver micr o s om al
- 85-
cyto chro me P-450 m ephe nytoin 4- hydr oxylas e, aprototy pe ofgenetic
polymorphis min oxidativedrug m etabolism . J. Biol. C hem . , 2 6 1, 9 09-9 21, 1 986
88. Ko m o ri M, Ha shiz u m eT, O hi H, M iu r aT, Kitada M , Naga shim aK a nd
Ka m ataki T:Cyto chro m eP - 4 50 in hu m an1iver mic ro s o m es:highpe rfo rm an c e
liquid chr o m atogr aphicis olatio n of thr e efo r m s a nd their characterizatio n. J.
Bioche m. (Tokyo), 104, 9 12-9 16, 1 988
89. 0 土皿 O ri S
,
M isaizu T, Nakam u r aT, Takano N, Kitaga w a H andKitada M:
Differ e ntialroleinlipidper o xidationbetw een r atP4501A land P450 1A2.
Bioche m. Phar m acol.
,
6
,
4 6
,
5 5-60, 1 993
90. Y am a oka K, Tanigaw a r aY, Nakaga w a T, and Uno T:A pha r m a c okinetic
analysis pr ogr am (m ulti)for mic ro c o mpute r.J. P ha rm ac obio - Dyn . , 4,8 79- 8 85,
1 981
91. He rrB M
,
T hu m mel K E
,
Wu rde nCJ
,
K lein S M
,
Ⅰむoetz DL, Go nzalez FJa nd
Levy R H: H um anlive rc arbam azepine m etabolism . Role of C Y P3A 4a nd C Y P2 C 8
in 10, 1 トepo xideform ation . Bio chem . P harm a co1. , 4 7, 1 969-1 979, 1 94
92. S haw P N, Hou ston JB, Ro wla nd M, Hopkin sK, T hier c elin JFa nd Mors elli P L:
Antip yrin e m etabolitekin eticsin healthy hu m an v olunte e rsdu ring m ultiple
do sing ofpbenytoin a nd carba mazepine. Br.∫. C止n . P harm a c o1り 2 0, 61 ト618,
1985
93. Back DJand Orm eM L:P har m a c okineticdr uginteractio ns with o r al
c o ntraceptiv es. Clin . P har m acokinet. , 1 8, 472
-4 84, 1 90
94. Bert笈 RTa nd Gra nnem a nG R:Us e ofin vitro a nd in vivodatato estim atethe
likelihood ofm etabolicpha rm a cokin eticintera ctio ns. Clin . P harm a c okinet., 3 2,
210- 5 8, 1 997
- 86-
95. Heel R C, Brogden R N, Ca r mineA Mo rley PA, SpeightT Ma nd Av e ry G S:
Keto c o n a zole: ar evie w of itsthe r ape utic effic a cy･in superficiala ndsystemic
fungalinfe ctions. , Dr ugs, 2 3, ト36, 1 982
96. Be veridge T:Pha r m a c okinetic s a nd m etabolism ofcyclo spo rineA . In :W hite
DJ G(ed)Cyclospo rin A. Pr o clnte r n atCo nfe ren ce on Cyclo spo rin A . Ca mbridge,
UK , p p. 3 5-4 4, 1982
97. U chida K andYa maguchi H:Bio a s s ayfor micon a zole a nditsle v elsin hu maJl
bodyfluids. C hem othe rap yぐTokyo), 3 2, 5 4 ト546, 1 984
98. Br a m m e rK W, Fa r r o wP Ra nd Fa ulkn e rJ K:Pha rm a c okinetics andtis s ue
pe netr atio n of fluconazolein hum a n s. Rev . Infect. Dis e as e s, 12Sup pl. 3, S 318-
S 326, 1990
99. La wle ss L, DeMo n ac oH a nd Muindo L:Pr otein binding ofc a rba m a zepin ein
epileptic patients. Neurolog y, 3 2, 4 15
-4 18, 1 982
100. Heykants∫, Van Pe e rA;Va ndeVeldeV , Va nRooy P, Me ulde rm an sW ,
b vri3s en K, Wo e stenbo rghs R, Va nCutse m Jand Cau w enbergh G:T he clinic al
pharm a c okinetics ofitra c o n a zole: an o v e rview . Myc o s es. 3 2 Sup pl. 1, 6 7- 87. 1 989
101. Wys sPA, Ro s enthalerJ, Nu e sch EandAellig W H:P harm a c okinetic
in ve stigation ofo r ala nd i. v . dihydro ergota minein healthysubjects. Eur. I. Clin .
P har m a c o1., 41, 597
- 602, 1991
I
102. Jo che m s e nR, W e s s elm a nJ G, Va nBo xtel CJ, Her m a n s∫a nd Br eim e rD D:
Co mparativ e pharm a c okinetics of br otiz ola m andtria z ola min he althy subje cts. Br.
∫
. Clin . P ha r m a c o1., 1 6, 2 91S
-2 97S
,
1983
- 87-
論文目録
本論文内容は下記の発表論文による ｡
第1章
H ｡ Nakasa
,
M . Ko miya, S. O hm o ri, M . Kitada, T. Rikihisa, and Y. Ka nakubo :
Form atio n ofr eductiv e matabolite, 2- sulfa m oyla cetylphe nol,fr om z o nisa mi dein
ratliver mic r o s o m e s. Re s. Co m m u n. C he m. Pathol. P ha rm a c ol. 7 7:31-4 1(1992)
第2章の第1節
H . Naka s a
,
M. Ko miya, S. O hm ori, T. Rikihis a, M . Kiu ch , a nd M. Kitada:
Chara cteriz atio n of bu∫n anliver micro s o malcy亡o chr om eP450 in volved inthe
reductiv e metabolis m ofz o ni畠a mi de. Mo1. P ha rm a co1. 4 4:216- 2 21(1993)
第 2章の第2節
H. Naka s a
,
S. O hm ori
,
and M. K itada:Thefo rm ation of 2- sulfam oylac etylphelnol
fr om zonisa mi de under aerobic c o nditio n sin ratliver micro s o m es. Xenobiotic a26:
495-5 01(1996)
第3章 の第 1節
H . Naka s a, M . Komiya, S. O hm o ri, T. Rikihisa, and M. Kitada:Ratliv er micro s om al
cyto chr om e P 450respo n siblefo r r eductiv e m etabo止s m ofz o nis a mide. Dr ug
Metab. Dispo s. 2 1:777
-7 81(1993)
第3章の第 2節および第4章
H . Nakas a, H . Nak am urd, S. On o, M . Ts uts ui, M . K iuchi, S. O hm o ri, a nd M.
Kitada:Prediction of drug
- dr ugintera ctio ns ofzonis a mide m etabolism in hum an
fr o min vitr odata. Eu r. J. Clin. P har ma c ol. 5 4:177-1 83(1998)
- 8 8=
主査および副査名
本学位論文の審査は千葉大学大学院薬学研究院で指名された下記の審査委員により行
われた ｡
主査 千葉大学教授
副査 千葉大学教授
副査 千葉大学教授
副査 千葉大学教授
副査 千葉大学助教授
(医学部附属病院)
(薬学研究院)
(薬学研究院)
(薬学研究院)
(薬学研究院)
- 8 9-
薬学博士
医学博士
薬学博士
薬学博士
薬学博士
北田光 一
上 田志朗
堀江利治
l
矢野虞膏
細川正晴
謝 辞
終わりに臨み ､ 本論文の提出の機会を与えて いただき､ また終始懇切な御指導と御鞭
捷をい ただ き､ さ らに本論文の御校閲を賜りました ､ 千葉大学医学部附属病院薬剤部長
北田光 一 教授に衷心より感謝の意を表します.
本研究中､ 詳細かつ 有益な御指導と御助言を賜りました信州大学医学部附属病院薬剤
部長大森 栄教授 (前千葉大学医学部附属病院助教授 ｡ 副薬剤部長) に衷心より感謝の
意を表します｡
本研究遂行に対し､ 適切なる御指導御助言を賜りました前千葉大学医学部附属病院薬
剤部長金久保好男教授､ 元千葉大学医学部附属病院副薬剤部長力久忠昭助教授 (現明治
薬科大学教授) に深謝致します｡
本論文作成にあたり貴重な御助言を賜りました千葉大学医学部附属病院副薬剤部長有
言範高助教授､ 千葉大学大学院薬学研究院石井伊都子助教授に深謝致します｡
また ､ 貴重 な試料の提倶ならびに有益な ご助言を賜りました前千葉大学医学部法医学
教室木内政寛教授 (現名誉教授)､ アマ シ ャ ム縛合研究所小野 聡博士に深謝致します｡
さ らに､ 本研究に多大な御協力を頂きました小官守善修士に心から感謝致します｡
加 えて ､ 研 究遂行に際し協力頂い た千葉大学医学部附属病院薬剤部 の 関係各位ならび
に千葉大学大学院薬学研究院病院薬学研究室 の関係各位に感謝致します｡
ー 9 0⊥
